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1. Einleitung
Die Heilung von Wunden und der Ersatz von geschädigtem Gewebe ist eine sehr wichtige Funk-
tion im Organismus. Die Regeneration erfolgt überwiegend durch mitoseaktive Vorläuferzellen,
die selbst wenig oder gar nicht differenziert sind, sich aber je nach Stimulationsbedingungen in
viele verschiedene Zelltypen entwickeln können. Solche Vorläuferzellen werden als Stammzellen
bezeichnet. Je nach Spezialisierung unterscheidet man totipotente, pluripotente und multipotente
Stammzellen. Aus totipotenten Stammzellen kann sich aus jeder einzelnen Zelle unabhängig von
den anderen ein vollständiges Individuum entwickeln. Das wichtigste Beispiel dafür sind die Zel-
len des Morula-Stadiums in der Embryonalentwicklung (beim Menschen 3.-4. Tag) [1, 2]. Im etwas
weiter fortgeschrittenen Blastozysten-Stadium (Mensch 15. Tag) übernehmen die Zellen bereits ver-
schiedene Aufgaben und können sich nicht mehr alle unabhängig voneinander in vollständige In-
dividuen entwickeln. Aus dem Embryoblast, auch innere Zellmasse (ICM) genannt, bildet sich un-
ter anderem die dreiblättrige Keimscheibe aus. Die Zellen der ICM bilden die embryonalen sowie
einen Teil der extraembryonalen Gewebe aus und werden als pluripotent bezeichnet. Im adulten
Organismus existieren ebenfalls Vorläuferzellen. Diese adulten Stammzellen sind multipotent und
beschränken sich auf die Regeneration bestimmter Zelltypen. Ein Beispiel dafür sind die aus dem
Knochenmark isolierbaren hämatopoetischen Stammzellen, die in Zellen des Blutsystems ausdiffe-
renzieren. Stammzellen können sich neben der symmetrischen Teilung in zwei Stammzellen auch
asymmetrisch in zwei verschiedene Zellen teilen. Eine der Tochterzellen differenziert sich dabei
aus, die andere Zelle ist eine exakte Kopie der Mutterzelle, also ebenfalls eine Stammzelle. Die Ei-
genschaft der Stammzellen sich selbst über lange Zeit in die gleiche unspezialisierte Zelle zu teilen,
wird mit dem Begriff „self-renewal“ – Selbsterneuerung – beschrieben [3].
Für medizinische Anwendungen sind Stammzellen aufgrund ihrer Eigenschaften (Selbsterneue-
rung, hohe Proliferationsrate und Differenzierungsmöglichkeit) sehr interessant. Zusätzlich ist eine
Langzeitkultivierung über viele Passagen hinweg unter Erhaltung des normale Karyotyps möglich
[4]. Hohe Konzentrationen von Telomerase in embryonalem Gewebe und Keimzellen [5] verhindern
die Telomerkürzung bei der Mitose und damit schnelles Altern der Zellen. Stammzellen eröffnen
vielfältige Forschungs- und Therapiemöglichkeiten [5] beispielsweise als Modell für die humane
Gewebeentwicklung (im Unterschied zum Tiermodell), zur Strategieentwicklung zur Vermeidung
von Abstoßungsreaktionen bei nicht autologen Transplantationen oder als in vitro Modellsystem für
die Embryonalentwicklung (z.B. auch zur Klärung von Unfruchtbarkeit oder Fehlgeburten). Die in
vitro Differenzierung von Stammzellen ermöglicht ihren Einsatz bei der Analyse von Zielgenen für
Medikamente, als Systeme für Medikamententests in vitro oder die Verwendung in den Bereichen
des regenerativen Gewebeersatzes und der Zelltherapie.
1
1. Einleitung
Für die Kultivierung in vitro stellt sich zunächst die Frage nach der Gewinnung der Stammzellen.
Sie erfolgt meist aus der ICM von Blastozysten, der eine Trächtigkeit eines geeigneten Spender-
tieres oder wie bei der Gewinnung von humanen embryonalen Stammzellen (hESC) eine in vitro
Fertilisation [5] vorausgeht. Dies wirft beim Menschen zusätzlich zur begrenzten Isolierungsmög-
lichkeit eine ethische Komponente auf. Adulte Stammzellen können aus dem Spenderorganismus
gewonnen werden. Hämatopoetische Stammzellen werden beispielsweise nach einer Stimulation
vermehrt aus dem Knochenmark ins Blut freigesetzt und können anschließend isoliert und in Kultur
gebracht werden. Weitere Ansatzpunkte ergeben sich durch die Erschließung neuer Quellen für die
Isolierung von Stammzellen mit multipotenten oder möglicherweise pluripotenten Eigenschaften.
Dazu zählen beispielsweise Nabelschnurblut [6–8], Fruchtwasser [9–11], Plazenta [12] oder Fett-
gewebe [13–15]. Ein weiteres Problem ergibt sich bei der Transplantation von einem Spender auf
einen anderen Empfänger. Jede Inkorporation körperfremder Zellen oder Gewebe verursacht eine
Immunreaktion, die meist nur durch medikamentöse Immunsuppression reduziert werden kann.
Patienteneigene (autologe) Stammzellen bieten den Vorteil, dass dieses Problem der Immunreak-
tion umgangen wird. Gegenwärtig werden verschiedene Ansätze verfolgt, Stammzellen mit gene-
tischen Informationen des potentiellen Empfängers z.B. durch Fusion [16], Zellkerntransfer (the-
rapeutisches Klonen) [17], Chromosomentransfer [18], induzierte pluripotente Stammzellen (iPSC)
[19–24] oder durch Transdifferenzierung [25–30] zu generieren. Allen Verfahren gemeinsam ist das
Reprogrammieren des Zellkerns (nuclear reprogramming) durch die Einwirkung verschiedener Fak-
toren, die die Änderung des Genaktivitätsprofils der somatischen Zelle in das einer Zelle im undif-
ferenzierten Stadium induzieren [31, 32].
In vivo umgibt die Stammzellen eine definierte Mikroumgebung, die sie unterstützt sich zu teilen, ih-
ren undifferenzierten Status aufrecht zu erhalten und Tochterzellen für das Wachstum, die routine-
mäßige Erneuerung oder den Ersatz von Gewebe zu produzieren. Diese Mikroumgebungen werden
als Stammzellnischen bezeichnet. Sie existieren unabhängig von ihrer Besiedelung mit Stammzellen
[33] und sind dynamische Strukturen, die auf exogene Signale wie beispielsweise metabolische Ver-
änderungen reagieren [34]. Obwohl Stammzellnischen strukturell und funktionell verschieden sind,
besitzen sie ähnliche Organisationsstrukturen [35]. Eine Nische besteht meist aus einer Umgebung,
die durch differenzierte Zellen ausgekleidet ist. Diese Nischenzellen sezernieren Signalmoleküle in
die Nische und senden dadurch das Hauptsignal zum Erhalt der Stammzelleigenschaften aus. Die
Auskleidung mit Komponenten der extrazellulären Matrix (ECM) trägt zur strukturellen Organi-
sation der Nische bei und moduliert lokal die Konzentration von Adhäsions- und Signalmolekülen
[35]. Eine notwendige Anwesenheit von Nischenzellen steht jedoch mittlerweile auf dem Prüfstand,
da einige Stammzellen bei Drosophila Nischen besiedeln, die nur mit ECM-Komponenten oder ei-
ner Basallamina ausgekleidet sind [34]. Unabhängig davon vermittelt die Adhäsion der Stammzel-
len auf den Nischenzellen und/oder den ECM-Komponenten eine direkte Nachbarschaft zu den
benötigten Signalmolekülen [33]. Im Organismus gibt es eine Vielzahl von Stammzellnischen, die
sich bezüglich ihrer Nischenzellen, der Adhäsionsmoleküle und der Signalwege unterscheiden und
sich so an die Beherbergung verschiedener Stammzelltypen angepasst haben [33]. In der Nische
kann sich die Stammzelle symmetrisch in zwei Stammzellen oder asymmetrisch in eine Stammzelle
und eine (spätere) Gewebezelle teilen. Die Nische reguliert dabei auch die Form der entstehen-
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den Tochterzellen. Durch unterschiedliche mechanische Eigenschaften (Elastizität oder Steifigkeit)
der Nische kann die Differenzierungsentscheidung beeinflusst werden [33]. Neben dem Schutz vor
Differenzierungs- und Apoptosesignalen verhindert die Nische auch eine zu starke Proliferation
von Stammzellen, die zur Bildung von Krebs führen kann. Eine der wichtigsten Aufgaben der Ni-
sche besteht demnach in der Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen Ruhe- und Prolife-
rationsphasen der Stammzellen [36]. Viele pathologische Störungen, die mit Gewebedegeneration,
Alterung oder Tumorbildung verbunden sind, können mit der Deregulation einer Stammzellnische
in Verbindung stehen [33].
Für die Kultivierung von Stammzellen in vitro muss die in vivo-Situation möglichst getreu nachge-
staltet werden. Das bedeutet, dass die benötigten Nährstoffe sowie die die Proliferation und Dif-
ferenzierung regelnden Zytokine zur Verfügung gestellt werden und die Zellen in einer Matrix-
Umgebung wachsen können. Für die erfolgreiche Kultur in vitro ist es deshalb notwendig, die ver-
schiedenen an der Erhaltung der Stammzelleigenschaften beteiligten Komponenten identifizieren
und die Signalwege beschreiben zu können. Bestimmte intrazelluläre (Transkriptions-) Faktoren
sind charakteristisch für undifferenzierte, pluripotente Zellen. In ihrem Übersichtsartikel beschrei-
ben Avery et al. [37], dass die Faktoren teilweise gemeinsam wirken. Durch positive Rückkopplung
auf Signalwege unterstützen diese Faktoren die Expression ihrer eigenen Gene und dadurch den Er-
halt der Pluripotenz. Auch extrazelluläre Faktoren und verschiedene Signalwege sind agonistisch,
antagonistisch, in Kombination oder einzeln an der Steuerung von Selbsterneuerung und Pluripo-
tenz beteiligt. Humane ESC können gut in Anwesenheit von Feederzellen proliferiert werden, ohne
die Fähigkeit zur Selbsterneuerung zu verlieren. Als Feederzellen werden oft primäre embryonale
Mausfibroblasten (MEF) verwendet, die die benötigten Zytokine sezernieren. Im Übersichtsartikel
von Mallon et al. [38] werden die derzeit angewendeten Techniken zur Kultur humaner ESC zusam-
mengefasst und in Bezug auf die Anwendbarkeit der hESC für spätere Therapien in vivo analysiert.
Die Kultur von humanen ESC über MEF ist durch die Isolierung der primären Fibroblasten arbeits-
aufwendig und birgt zusätzlich die Gefahr xenogener Pathogene bei einer späteren Anwendung in
der Therapie. Der Einsatz humaner neonataler Vorhautfibroblasten umgeht das Problem möglicher
Erreger einer anderen Spezies, aber nicht die mögliche Übertragung von Pathogenen generell. Der
Ersatz von fötalem Rinderserum (FBS) zu Gunsten von Humanserum verringerte die Anzahl undif-
ferenzierter Zellzyklen der Stammzellen und führte zur verstärkten Anwendung von Serumersatz
im Kulturmedium. Wünschenswert ist die Möglichkeit einer feederfreien Kultivierung über geeig-
neten Komponenten der extrazellulären Matrix. Dies kann durch den Einsatz von konditionierten
Medien erreicht werden. Dabei kommen die humanen ESC, die an z.B. fibronektinbeschichteten
Oberflächen adhärieren, nicht mehr in direkten Kontakt mit den (murinen oder humanen) Fibro-
blasten. Die Zusammensetzungen der konditionierten Medien kann allerdings von einem Ansatz
zum anderen variieren.
Ziel der Forschung ist die Schaffung einer künstlichen Umgebung, die sowohl die funktionellen
Eigenschaften einer Nische besitzt als auch frei von Risiken xenogener Pathogene oder Gewebe-
unverträglichkeiten für die Anwendung am humanen Organismus eingesetzt werden kann. Einen
Ansatz dafür bietet beispielsweise die Kopplung von Faktoren, die für den Erhalt der Stammzel-
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leigenschaften notwendig sind, an synthetische Oberflächen. Diese Kopplung ist der räumlichen
Nähe der Stammzellen zu den sezernierten Signalfaktoren der Nischenzellen in der Stammzellni-
sche nachempfunden. Für einen späteren erfolgreichen Einsatz einer solchen synthetischen Nische
muss das System wesentliche Bedingungen erfüllen: die Signalmoleküle müssen stabil auf der Ober-
fläche verankert werden können, um ein Verarmen und damit einen Signalverlust zu vermeiden.
Gleichzeitig muss die Immobilisierung so kontrollierbar sein, dass definierte Dichten der Signal-
moleküle an der Oberfläche verbleiben und die Moleküle für eine gleichmäßige Stimulation aller
Stammzellen homogen verteilt sind. Eine der wichtigsten Eigenschaften ist jedoch die biofunktio-
nelle Verankerung. Gelingt es nicht, die Faktoren so zu immobilisieren, dass die Stammzellen über
ihre Rezeptoren mit ihnen wechselwirken können, ist das System nicht geeignet. Für eine Immobi-
lisierung müssen geeignete Oberflächen zur Verfügung stehen, an die die Signalfaktoren gebunden
werden können. Vorteilhaft ist ein System, das unter möglichst physiologischen Bedingungen mit ei-
nem nicht modifizierten Protein reagieren kann. Solche Eigenschaften finden sich bei alternierenden
Maleinsäureanhydrid-Copolymeren, die unter milden Bedingungen spontan mit Aminogruppen in
wässriger Pufferlösung reagieren können [39].
Obwohl eine mögliche spätere klinische Anwendung die Kultivierung humaner Stammzellen zum
Ziel hat, muss in einem Modell zunächst die grundsätzliche Eignung dieser Oberflächen analysiert
werden. Vor der Identifizierung vieler Signalwege und Einflussfaktoren in humanen ESC stand
meist der Nachweis der Zusammenhänge bei embryonalen Mausstammzellen (mESC). In mESC
existiert neben verschiedenen intra- und extrazellulären Faktoren ein Signalweg, der die mESC ei-
genständig bei der Kultivierung in vitro in einem undifferenzierten Stadium hält. Die Signalkaska-
de von Leukemia inhibitory factor (LIF) über die Januskinase (JAK) und das Protein Signal transdu-
cer and activator of transcription 3 (STAT3) führt zur Regulierung der entsprechenden Zielgene im
Zellkern der mESC. Aus Feederlayerkulturen isoliertes und gereinigtes LIF erhält die Pluripotenz
muriner ESC und ermöglicht die Bildung lebensfähiger Chimären nach der Aggregation der kul-
tivierten mESC mit Maus-Blastozysten [40]. Auch in feeder- und serumfreier Kultur können mE-
SC in LIF-haltigem Medium ihren undifferenzierten Status und die Fähigkeit zur Selbsterneuerung
beibehalten[41]. Dabei führt die Aktivierung von STAT3 zum Erhalt der Selbsterneuerung der mESC
[42]. Die Inhibierung dieser Aktivierung verhindert die Selbsterneuerung und führte zur Ausdiffe-
renzierung der mESC. Nach der Überschreitung eines kritischen Schwellenwertes der Aktivierung
[43] kann STAT3 jedoch eigenständig das Stammzellpotential erhalten [44].
Ausgehend von einem steigenden Bedarf an (embryonalen) Stammzellen für Therapie und For-
schung soll in dieser Arbeit geprüft werden, ob eine künstliche Nische ohne Feederlayer für die
Kultur von Stammzellen geschaffen werden kann. Im Tiermodell Maus ist das Zytokin LIF durch
seine Aktivierung von STAT3 in der Lage, eigenständig das Stammzellpotential zu erhalten. In vivo
existiert das Zytokin extrazellulär neben der gelösten auch in immobilisierter Form. Immobilisiertes
LIF kann möglicherweise das Signal langfristig zur Verfügung stellen und so in der zweidimensio-
nalen Kultivierung von ESC vorteilhaft angewendet werden. Obwohl der LIF-STAT3-Signalweg bei
der Erhaltung der Selbsterneuerungskapazität in humanen ESC [45] und allgemein in ESC der Pri-
maten [46] keine Rolle spielt, können die Ergebnisse des Mausmodells als Orientierung für den
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Übergang zu einem humanen Modell mit anderen Signalfaktoren dienen. Im Verlauf der vorlie-
genden Arbeit soll geklärt werden, ob eine kovalente und gleichzeitig biofunktionelle (das Stamm-
zellpotential erhaltende) Immobilisierung des Zytokins LIF an alternierende Maleinsäureanhydrid
(MA)-Copolymere möglich ist. Für diese Aufgabe soll das Zytokin an Oberflächen verschiedener
physikalischer und chemischer Charakteristiken gebunden sowie Menge, Zugänglichkeit und Ho-
mogenität des immobilisierten LIF analysiert werden. In Vorexperimenten mit LIF-sensitiven Fibro-
blasten soll geklärt werden, ob Zellen kovalent gebundenes LIF mit Hilfe ihrer Rezeptoren erkennen
können. Dafür wird mit Hilfe von Fluoreszenzmarkierungen die Aktivierung des Signalwegprote-
ins STAT3 in Abhängigkeit von LIF analysiert. Um das Stammzellpotential muriner ESC zu beur-
teilen, werden die Aktivierung von Signalwegproteinen (STAT3 und ERK1/2) sowie die Expres-
sion des spezifischen Transkriptionsfaktors Oct4 nach der Kultivierung auf den LIF-modifizierten
Oberflächen analysiert. In vivo-Experimente sollen klären, ob auch eine langfristige Kultivierung
der mESC auf den modifizierten Oberflächen ohne Verlust der Pluripotenz möglich ist. Als Ergeb-
nis dieser Experimente soll beurteilt werden, ob sich LIF-modifizierte MA-Copolymeroberflächen
für den Einsatz in der Kultur von murinen ESC eignen.
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2. Theoretische Grundlagen
2.1. Bedeutung des LIF in vivo
Die erste Entdeckung des Leukemia inhibitory factor geht auf eine Publikation von Ichikawa von 1969
[47] zurück, in der beschrieben wurde, dass ein Faktor die endgültige Differenzierung von leukämi-
schen Zellen der Linie M1 bewirkt. Dieser Faktor wurde in der Folgezeit unabhängig von einander
in verschiedenen Forschungsbereichen entdeckt und erhielt für diese Themenbereiche spezifische
Namen. Später zeigte sich, dass diese Faktoren mit dem Leukemia inhibitory factor LIF identisch sind
(Synonyme für LIF siehe Tabelle (Tab.) A.1 im Anhang Seite 119). Für eine erfolgreiche Signaltrans-
duktion muss parallel zur Expression des Botenstoffes durch sezernierende Zellen auch ein entspre-
chender spezifischer Rezeptor an den Zielzellen exprimiert werden. In verschiedenen Übersichts-
artikeln [48–50] wird die Sezernierung von LIF und die Expression des LIF-Rezeptors (LIFR) durch
eine Vielzahl von Zellen und Organen beschrieben (Tab. A.2 im Anhang Seite 120).
Aufgrund seiner Entdeckung in verschiedenen Bereichen und der Sezernierung oder Rezeption in
verschiedenen Geweben und Organen, können dem Zytokin vielfältige Funktionen beispielswei-
se bei der Hämatopoese, im Lipid- und Knochenmetabolismus oder im Nervensystem zugewiesen
werden [48–56] (Tab. A.3 im Anhang Seite 120). Obwohl LIF in vielen Geweben wichtige Funktio-
nen erfüllt, kann es dort oft durch die Verwendung alternativer Signalwege ersetzt werden. Dies gilt
jedoch nicht für seine Funktion während der Schwangerschaft. Im Tiermodell Maus überlebten LIF-
Null-Mutanten die Schwangerschaft nicht [57]. Auch beim Menschen ist LIF in der Schwangerschaft
nicht ersetzbar. LIF ist zwar nicht für den Erhalt der Pluripotenz humaner embryonaler Stammzel-
len der inneren Zellmasse notwendig [45], die Blastozyste kann sich jedoch (wie auch im Tiermodell)
ohne das von der Plazenta sezernierte LIF nicht implantieren [54]. Bei Frauen mit mehrfach fehlge-
schlagenen reproduktionsmedizinischen Behandlungen wurden abnormale LIF-Expressionsmuster
analysiert [58], die eine Implantation erschwerten oder verhinderten.
2.2. Eigenschaften des Zytokins LIF
LIF gehört gemeinsam mit IL-6 (Interleukin-6), IL-11, IL-27, IL-30, IL-31, OSM (Oncostatin M), CNTF
(Ciliary neurotrophic factor), CT-1 (Cardiotrophin-1), NP (Neuropoietin) und CLC (Cardiotrophin-like
cytokine)1 zur Gruppe der IL-6-ähnlichen Zytokine [59]. Murines LIF ist aus 180 Aminosäuren aufge-
baut und zu 79 % identisch mit humanem LIF. Es zählt zu den langkettigen 4-α-Helix-Bündelprote-
1 Synonym: NNT-1/BSF-3 (Novel neurotrophin-1/B-cell stimulating factor-3)
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inen, deren gemeinsame Merkmale vier α-Helices mit ungefähr je 25 Aminosäureresten und eine
weitere kleine α-Helix im AB-Loop sind2 [60]. Die Abbildung (Abb.) 2.1 zeigt die Aminosäurese-
quenz des murinen LIF, deren schematische Zuordnung zu den Abschnitten des Proteins sowie die
Tertiärstruktur. Die Helices A bis D sind dabei vom N- zum C-Terminus in der Orientierung up-up-
down-down angeordnet und durch zwei lange (AB-Loop und CD-Loop) und eine kurze Schleife
(BC-Loop) verbunden [61].
In Lösung ist das Zytokin gut definiert und weist nur in der N-terminalen flexiblen Region größere
Unterschiede zur Kristallstruktur auf [61]. Purvis und Mabbutt [63] beschrieben in ihrer Publikation,
dass LIF in den Helices ein eher starres Protein ist. Alle Helices sind leicht gebogen. Dabei ist Helix
A am wenigsten gekrümmt und auch am instabilsten. Die hoch flexiblen Regionen des Proteins
konzentrieren sich im Bereich des N-Terminus und des AB-Loops. Die andere lange Schleife (CD-
Loop) ist nur etwas flexibler als die Helices und vermittelt am Ende hohe Stabilität mit einem β-
Turn. Zusätzliche Stabilität erfährt das LIF durch die Helix D, die sich bis zum C-Terminus erstreckt,
und drei Disulfid-Brücken. In vivo ist das Zytokin unterschiedlich stark glykosyliert, woraus sich
verschiedene Molekulargewichte (37 - 67 kDa) und isoelektrische Punkte (IEP, 8,6 - über 9,2) ergeben
[52]. Die Glykosylierung ist jedoch zumindest in vitro nicht notwendig für die biologische Aktivität
des Zytokins. Das rekombinante Protein ist nach der Expression in E. coli gar nicht glykosyliert und
besitzt ein Molekulargewicht von 20 kDa, während die Expression in Hefen zur Überglykosylierung
und einem Molekulargewicht von 250 kDa bis über 450 kDa führt. Auch bei den rekombinanten
Proteinen wurde kein Unterschied der biologischen Aktivität bei der Anwendung in vitro festgestellt
[52].
Neben frei diffundierendem LIF existiert das murine Protein extrazellulär auch in immobilisierter
Form [64]. Das an Komponenten der extrazellulären Matrix immobilisierte LIF (LIF-M) besitzt eine
ähnliche biologische Aktivität wie frei diffundierendes LIF (LIF-D). Die beiden Zytokinvarianten
entstehen durch die Verwendung alternativer Promotoren auf der DNA, die zu zwei verschiedenen
Transkripten führt. Anschließend wird die RNA der beiden Transkripte während der Prozessierung
zusätzlich an verschiedenen Stellen gespleißt. Die Expression der LIF-Varianten wird unabhängig
voneinander reguliert [65] und hängt vom Zelltyp ab. Die Transkripte werden sowohl zeitlich als
auch räumlich verschieden exprimiert [65, 66]. Aufgrund ihrer Präsentation erfüllen die Zytokinva-
rianten wahrscheinlich verschiedene Aufgaben (Beispiele siehe Tabelle 2.1).
Für die Wechselwirkungen mit den Rezeptorkomponenten wurden auf LIF verschiedene Bindungs-
stellen identifiziert. In Tabelle 2.2 sind die Bindungsstellen auf LIF und die daran beteiligten Struktu-
ren des Zytokins aufgeführt. Die Studien wurden an humanem LIF oder an Mutanten (human/mu-
rin) durchgeführt und sind aufgrund der Sequenzhomologie und des strukturellen Aufbaus auf
murines LIF übertragbar. Die Zytokine der IL-6-Gruppe besitzen 3 potentielle Bindungsstellen mit
den Rezeptorkomponenten. Ihre Wechselwirkungen werden im späteren Kapitel 2.4 beschrieben.
2 Kurzkettige 4-α-Helix-Bündelproteine haben Helices mit ca. 15 Aminosäuren und ein β-Faltblatt an Stelle der kleinen
Helix im AB-Loop [60].
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Abbildung 2.1.: Schematischer Aufbau des Zytokins LIF nach [60–63]. Im linken Teil sind die Aminosäure-
sequenz, die Lysine sowie die Disulfid-Brücken in Zuordnung zur Sekundärstruktur darge-
stellt. Der rechte Teil verdeutlicht schematisch die Lage der drei Bindungsstellen (Tab. 2.2) in
der Tertiärstruktur [62].
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Tabelle 2.1.: Eigenschaften und Beispiele für Funktionen frei diffundierender und immobilisierter Varianten
des gleichen Zytokins allgemein und am Beispiel LIF. Zusammenstellung nach Rathjen et al. [65]
und Haines et al. [67].
diffundierendes Zytokin immobilisiertes Zytokin
allgemein • Vermittlung der Kommuni-
kation zwischen räumlich ge-
trennten Zellen
• genaue räumliche Kontrolle
möglich, Regulation an genau
definierten Stellen
• Zelluläre Antwort hängt
überwiegend von der Ex-
pression der entsprechenden
Rezeptoren ab
• Sichert unbegrenzte Bereitstel-
lung des Signals, auch langfris-
tig
• Bildung von Gradienten
möglich
LIF • Rekrutierung von Stammzel-
len aus einer anderen Umge-
bung des Organismus
• Etablierung von Stammzellni-
schen
• Erhalt der Pluripotenz in
dreidimensionalen Stamm-
zellaggregaten (z.B. ICM)
• Erhalt der Pluripotenz in zwei-
dimensionalen Zelllagen (z.B. in
vitro)
2.3. Die Komponenten des LIF-Rezeptorkomplexes
LIF wird durch einen Rezeptorkomplex aus zwei Untereinheiten erkannt, die wie Hämopoetin-
Rezeptoren beide der Familie der Klasse 1 Zytokinrezeptoren angehören [54]. Beide Untereinhei-
ten sind glykosylierte Proteine mit einer Transmembrandomäne. Alle Rezeptorkomplexe der IL-
6-ähnlichen Zytokine enthalten die gemeinsame Untereinheit gp130 (Glykoprotein 130 3), die für
die Signaltransduktion mit mindestens einer weiteren gleichen oder verschiedenen Untereinheit
assoziiert [71]. Für die durch LIF vermittelte Signaltransduktion ist neben gp130 nur noch der LIF-
Rezeptor (LIF-R 4) nötig. Auch der LIF-R ist an Rezeptorkomplexen für verschiedene IL-6-ähnliche
Zytokine beteiligt und bildet mit gp130 dabei Heterodimere (LIF, OSM) oder Heterotrimere (CT-1,
CNTF, CLC) [72]. Die Abbildung 2.2 verdeutlicht den Aufbau beider Rezeptor-Untereinheiten.
Obwohl Hämopoetin-Rezeptoren strukturell viele Gemeinsamkeiten aufweisen, ist die Ähnlich-
keit des LIF-R zu gp130 größer als zu anderen Rezeptoren dieser Familie [73]. Beide Rezeptor-
Untereinheiten besitzen intrazellulär Proteinabschnitte, die länger als 200 Aminosäuren (AS) lang
sind (LIF: 238 AS, gp130: 277 AS) [54]. Nahe der Membran befinden sich zwei Bereiche mit kon-
servierten Aminosäuresequenzen, die als Box 1 und Box 2 bezeichnet werden [59]. Eine dritte Box
3 glykosyliert ca. 130 kDa, Synonym: CD130 [59]
4 glykosyliert ca. 190 kDa, Synonyme: gp190, low-affinity LIF-R, LIF-Rα, LIF-Rβ [54]
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Abbildung 2.2.: Schematischer Aufbau der Rezeptor-Untereinheiten (a) LIF-R und (b) gp130 nach Auern-
hammer und Melmed [54]. In (c) ist die Wechselwirkung der Rezeptorkomponenten mit LIF
skizziert sowie die nachfolgenden Signalwege angedeutet. CBD: Zytokin-Bindungsdomäne,
FNT-III: Fibronektin Typ-III Domäne, IgD: Immunglobilin ähnliche Domäne, SHP-2: Phos-
photyrosinphosphatase
10
2.4. Signaltransduktion über den JAK/STAT-Signalweg
Tabelle 2.2.: Lokalisation der drei Bindungsstellen auf dem Zytokin LIF
Bindungsstelle Lokalisation Referenz
Site I Helix D (C-Terminus) [60, 63, 68]
AB-Loop [68]
Site II Helix A (N-Terminus) [63, 68]
Helix C [63, 68]
Site III AB-Loop [60, 69]
BC-Loop [60, 63, 69, 70]
CD-Loop (C-Terminus) [60, 63, 68–70]
Helix B (C-Terminus) [68]
Helix C (N-Terminus) [69, 70]
Helix D (N-Terminus) [60, 63, 68]
(Box 3) liegt ungefähr in der Mitte der zytoplasmatischen Abschnitte. Die intrazellulären Domänen
beider Untereinheiten enthalten außerdem mehrere Tyrosinreste in konservierten YXXQ-Motiven5.
Die Transmembrandomänen sind 25 (LIF-R) [74] bzw. 22 Aminosäuren (gp130) [75] lang. Extrazellu-
lär schließen sich an die Transmembranabschnitte jeweils drei aus ca. 100 AS bestehende Fibronektin
Typ-III (FNT-III) Domänen an. Es folgt jeweils eine Zytokin-Bindungsdomäne (CBD), die aus zwei
je ca. 100 AS langen Domänen zusammengesetzt ist. Die membranproximale (membrannahe) Do-
mäne enthält das konservierte, für CBD typische Motiv WSXWS6. Die distale besitzt vier in ihrer
Position konservierte Cysteinreste, die untereinander zwei Disulfid-Brücken ausbilden. N-terminal
zur CBD liegt eine Immunglobilin ähnliche Domäne (IgD) [54, 71].
Der LIF-R nimmt unter den Hämopoetin-Rezeptoren eine Sonderstellung ein, da er eine weitere
Zytokin-Bindungsdomäne besitzt, die wahrscheinlich das Ergebnis einer Genduplikation ist [73].
Diese CBD liegt membrandistal der IgD und besitzt die gleichen strukturellen Merkmale wie die
proximal gelegene CBD. Die Rezeptor-Untereinheiten existieren neben membrangebundener je-
weils auch in gelöster Form [73, 76, 77]. Beide Formen entstehen durch alternatives Spleißen [54, 78].
Den gelösten Rezeptoren fehlen die Transmembrandomäne und der zytoplasmatische Teil. Aus die-
sem Grund sind sie nicht direkt an der Signaltransduktion, aber an ihrer Regulation beteiligt.
2.4. Signaltransduktion über den JAK/STAT-Signalweg
Murines LIF bindet spezifisch, aber mit einer geringen Affinität an den murinen LIF-R [70]. Durch
die Rekrutierung der Untereinheit gp130 wird das Dimer in den hochaffinen trimeren Rezeptor-
5 YXXQ – Tyrosin-beliebig-beliebig-Glutamin
6 WSXWS – Tryptophan-Serin-beliebig-Tryptophan-Serin
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Ligand-Komplex konvertiert [54]. LIF-R und gp130 assoziieren in Abwesenheit von LIF nicht. Die
drei Komponenten zeigen in Lösung eine Beteiligung am Komplex mit je einem Protein. Anzeichen
für andere Stöchiometrien konnten nicht festgestellt werden [79]. Flexible Teile des N-Terminus und
das Ende des AB-Loops in LIF sind nicht an der Rezeptorbindung beteiligt [63]. Durch Mutations-
studien [70, 80, 81] und Kristallstrukturanalysen des Rezeptor-Ligand-Dimers zwischen LIF-R und
LIF [82] wurde eine direkte Wechselwirkung der Bindungsstelle Site III auf LIF mit der Immunglo-
bulin ähnlichen Domäne (IgD, D3) des LIF-Rezeptors nachgewiesen. Huyton et al. [82] beschrieben
dabei die Aminosäuren Prolin51, Lysin153, Phenylalanin156 und Lysin159 auf LIF als besonders
wichtig für die Interaktion, da sie im Zentrum dieser Bindungsstelle liegen. Eine zweite Bindungs-
stelle auf LIF stellt die Site II dar. Sie interagiert mit der Zytokin-Bindungsdomäne (CBD) auf gp130
[83]. Site I auf LIF wechselwirkt nicht mit der CBD2 LIF-Rezeptors [84]. Die CBD2 ist jedoch für die
Einnahme einer funktionellen Konformation der Rezeptor-Untereinheiten notwendig [84]. Auch die
Fibronektin Typ-III Domänen (FNT-III) spielen nur bei der Anordnung der Rezeptorkomponenten,
nicht aber bei der Signaltransduktion selbst eine Rolle [85].
Der Ablauf der Signaltransduktion ist in Abbildung 2.3 skizziert. Nach der Bindung des Ligan-
den an die Rezeptor-Untereinheiten muss das externe Signal in die Zelle geleitet werden. Dafür
sind die zytoplasmatischen Rezeptorabschnitte verantwortlich. Sowohl LIF-R als auch gp130 sind
keine Rezeptor-Tyrosinkinasen und besitzen demzufolge keine eigene intrinsische Kinaseaktivität.
Ihre Signale leiten sie über intrazelluläre Tyrosinkinasen, die Januskinasen (JAK) weiter. Januskina-
sen sind Nichtrezeptor-Tyrosinkinasen. Ihre Familie umfasst derzeit vier Mitglieder (JAK1, JAK2,
JAK3, TYK2) [86]. Januskinasen sind Proteine mit einem Molekulargewicht von ca. 120 - 130 kDa.
Sie bestehen aus ca. 1100 Aminosäuren [87] und sind aus verschiedenen Domänen aufgebaut. Be-
reits vor Ligandbindung assoziieren die JAKs mit den Rezeptor-Untereinheiten [88]. Die Januskina-
se bleibt ständig an ihre Rezeptor-Untereinheit gekoppelt und phosphoryliert auch nur diese Un-
tereinheit [89]. Die JAK-Rezeptor-Komplexe sind deshalb Rezeptor-Tyrosinkinasen homolog. Für
die Wechselwirkung mit den JAK sind auf den Rezeptor-Untereinheiten sind die Box-Motive not-
wendig. Sie müssen für ihre Funktion nahe der Membran liegen [88]. Die Januskinase interagiert
mit Box 1 [87] und Box 2 erhöht die Affinität zwischen JAK und Rezeptor-Untereinheit [72]. Für
die Aktivierung benötigt die JAK eine zweite JAK. Durch Bildung des trimären Rezeptor-Ligand-
Komplexes werden neben den extrazellulären Abschnitten auch die zytoplasmatischen Reste der
Rezeptoren in die korrekte Orientierung gezwungen [90]. Dadurch positionieren sich die an die
Rezeptor-Untereinheiten gekoppelten JAKs nebeneinander [91] und werden schließlich an konser-
vierten Tyrosinresten (Y1038 und Y1039 in JAK1 [86]) innerhalb weniger Minuten nach Ligand-
bindung [92] durch ihre eigene katalytische Aktivität autophosphoryliert. Januskinasen dissoziier-
ter Rezeptor-Untereinheiten sind inaktiv. IL-6-Zytokine signalisiert durch keine andere Kombina-
tion als JAK1/JAK1 [93]. Die Aktivierung der JAK führt zur Phosphorylierung der (eigenen [89])
Rezeptor-Untereinheit an konservierten Tyrosinresten mit YXXQ-Sequenzen [86] (Tab. 2.3). Dabei
kann jedes dieser Motive phosphoryliert werden [44] und eine Andockstelle für Proteine darstel-
len.
Solche Proteine sind beispielsweise Signaltransducer and activator of transcription (STAT). STATs sind
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Abbildung 2.3.: Schematischer Ablauf der Signaltransduktion am LIF-Rezeptor-Komplex. JAK1: Januskina-
se 1, SHP-2: Phosphotyrosinphosphatase, ERK1/2: extracellular signal regulated kinase 1/2,
mRNA: messenger RNA, SOCS3: suppressor of cytokine signaling 3
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Tabelle 2.3.: Phosphorylierbare YXXQ-Motive am LIF-R und an gp130 nach Heinrich et al. [72].
LIF-R gp130
Y981QPQ Y767RHQ
Y1001KPQ Y814FKQ
Y1028RPQ Y905LPQ
Y915MPQ
intrazelluläre Proteine, die aus ca. 750 - 850 AS zusammengesetzt sind [86, 94] und ein Molekularge-
wicht von ca. 85 - 110 kDa besitzen [95]. Derzeit sind sieben verschiedene STATs bekannt (STAT1, 2,
3, 4, 5a, 5b, 6), die aus strukturell und funktionell konservierten Domänen aufgebaut sind [86]. Das
phosphorylierte Motiv pYXXQ der Rezeptoren stellt das Rekrutierungsmotiv für STAT3 dar [95].
STAT3 bindet an die Rezeptor-Untereinheit und wird dabei am konservierten Tyrosinrest (Tyr705)
phosphoryliert. Eine Stimulation mit LIF führt nur zur Aktivierung von STAT3 [91]. Nach der Phos-
phorylierung dissoziieren die aktivierten STAT3-Monomere von Rezeptor-Untereinheiten [95] und
bilden Homodimere.
Nach der Dissoziation der aktiven STAT-Dimere vom Rezeptor-Ligand-Komplex erfolgt die Trans-
lokation der Dimere zum Zellkern. Welcher Mechanismus dieser Migration zugrunde liegt, wurde
bisher selten und kontrovers diskutiert. Dabei gibt es Anhaltspunkte für [96–98] oder gegen [99–102]
einen Transport der aktivierten STATs mit Hilfe von Endosomen nach rezeptorvermittelte Endozy-
tose des gesamten Komplexes. Auch ein zweistufiger Modellvorschlag für verschiedene Distanzen
wird diskutiert [103]. Die reziproken STAT3-Homodimere werden mit Hilfe von Importinen durch
Kernporenkomplexe in den Zellkern eingeschleust. Die Importine erkennen dabei spezifische Se-
quenzen auf den STAT-Dimeren [104]. Auch der Export von STAT aus dem Kern wird durch Pro-
teine, die Exportine, realisiert. Da der Kernimport von der Phosphorylierung unabhängig ist, kann
STAT zwischen dem Zytoplasma und dem Zellkern pendeln [105].
Transkriptionell aktiv sind nur phosphorylierte STATs. Die STAT3-Dimere binden an spezifische
Sequenzen in den Zielgenpromotoren. Dabei umschließt das STAT-Dimer die DNA wie ein Nuss-
knacker eine Nuss [106, 107]. Während der Bindung der STAT-Dimere an die DNA assoziieren
weitere Transkriptionsfaktoren an diesen Komplex und leiten die Transkription ein. Zielgene des
LIF/STAT3-Signalweges sind beispielsweise Transkriptionsfaktoren, Signalregulatoren, ECM- oder
Zytoskelettproteine, Kinasen, sowie Adhäsionsmoleküle [108], die zum Erhalt des undifferenzier-
ten Stammzellstatus beitragen. Werden diese Gene ausgeschaltet, differenzieren mESC auch in An-
wesenheit von LIF [108]. Auch durch eine veränderte Signaltransduktion über den LIF/STAT3-
Signalweg können sich die Expressionsmuster der Zielgene zugunsten der Differenzierung ver-
schieben [109]. Die zusätzliche Phosphorylierung der STAT3-Dimere an den Serinresten (Ser) in
Position 727 führt zur maximalen transkriptiven Aktivität, die jedoch nicht für alle Signalprozesse
benötigt wird [110]. Im Übersichtsartikel von Kisseleva [86] wird die Serinphosphorylierung aller-
dings als umstritten beschrieben.
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2.5. Mechanismen der Negativregulation und der alternative
ERK1/2-Signalweg
Zur Negativregulation des Signalweges sind verschiedene Mechanismen bekannt. Die Endozyto-
se der Rezeptoren von der Zelloberfläche [86] verringert die Ligandbindungsmöglichkeiten und
damit die Signaltransduktion in die Zelle. Da die Endozytose unabhängig von der Signaltransduk-
tion ist [100, 102], kann sie auch in Abwesenheit des Liganden stattfinden. Zusätzlich existieren die
Rezeptorkomponenten auch als nicht membrangebundene extrazelluläre Splicevarianten, können
mit den Liganden bereits vor deren Bindung mit den membrangebundenen Rezeptoren assoziie-
ren und damit die Rezeptoren kompetitiv hemmen [77]. Phosphotyrosinphosphatasen können an
Phosphotyrosinreste der Rezeptoren [111] oder anderer tyrosinphosphorylierter Komponenten [72]
binden und sie dephosphorylieren (deaktivieren). Eine weitere Möglichkeit ist die Regulation über
die STATs selbst. Gekürzte STAT-Isoformen [112] oder nicht phosphorylierte STATs [95] können ei-
genständige Transkriptionsfaktoren darstellen und in die Regulation der Transkription eingreifen.
Eine gezielte Degradation von STATs durch Ubiquitin-Proteasen scheint ebenfalls möglich [95]. Zu-
sätzlich gibt es verschiedene Proteine, die mit aktivierten STATs wechselwirken und dadurch den
Kernimport, die DNA-Bindung oder die Transkription der Zielgene beeinflussen [54, 86, 94, 113].
Der LIF/JAK/STAT-Signalweg kann auch durch negative Rückkopplung reguliert werden [54, 86].
SOCS3 (suppressor of cytokine signaling) ist ein wichtiges Zielgen des Signalweges. Dieses Protein bin-
det direkt an den Rezeptor und verhindert die Rekrutierung der STATs [111]. SOCS3 spielt dadurch
eine wichtige Rolle bei der Regulation des LIF-Signalweges während der Embryonalentwicklung
[114].
Eine Regulation kann auch durch einen alternativen Signalweg erreicht werden [54]. Die Trans-
duktion der Signale von LIF erfolgt neben dem klassischen JAK/STAT-Weg auch über den ERK-
Signalweg. ERK1 und ERK2 (extracellular signal regulated kinase) sind zwei wichtige Kinasen. Der Ab-
lauf der Signaltransduktion des ERK-Signalweges wurde unter anderem in den Übersichtsartikeln
von Pearson et al. [115] sowie Roux und Blenis [116] beschrieben. Die Phosphotyrosinphosphatase
SHP-2 bindet an das Rekrutierungsmotiv YXXV7 auf den Rezeptor-Untereinheiten und dephospho-
ryliert dabei den Rezeptor. Danach assoziieren weitere Proteine mit SHP-2 und der Komplex kop-
pelt an eine membranständige GTPase. Nach der Umstrukturierung des Komplexes assoziiert nun
eine Kinase, die ihre eigenen Serin- und/oder Threoninreste phosphoryliert. Anschließend werden
in der Kaskade zwei weitere Kinasen phosphoryliert. Die letzte dieser Kinasen ist ERK1/2, welche
an Threonin- und Tyrosinresten in TEY-Motiven8 phosphoryliert wird. Aktiviertes ERK1/2 reichert
sich auch im Zellkern an und aktiviert dort Transkriptionsfaktoren oder Proteinkinasen mit dem Re-
krutierungsmotiv PX(S/T)P9. Einer dieser Faktoren ist STAT3, das an Serin727 phosphoryliert wer-
den kann. Der ERK1/2-Signalweg kann auf den verschiedenen Stufen reguliert werden. Sogenannte
Scaffoldproteine können an Proteine des Signalweges andocken und zur effizienten gerichteten Ak-
7 YXXV – Tyrosin-beliebig-beliebig-Valin
8 TEY – Threonin-Glutamat-Tyrosin
9 PX(S/T)P – Prolin-beliebig-Serin oder Threonin-Prolin
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tivierung dieser Komponenten beitragen oder die Rezeption spezifischer Signale behindern [115].
Durch nachfolgende Signalwegkomponenten kann eine negative Rückkopplung erfolgen. Die ein-
fache oder doppelte Dephosphorylierung durch spezifische Phosphatasen führt zur Inaktivierung
der Kinasen. Aufgrund der weiteren umfangreichen Regulationsmöglichkeiten wird hier auf die
publizierten Übersichtsartikel von Kolch [117] und Pearson et al. [115] verwiesen.
Der ERK-Signalweg ist eng mit dem JAK/STAT-Signalweg verbunden. Nach Stimulation mit LIF
wurde die Herabregulierung und Degradation des LIF-Rezeptors durch ERK-vermittelte Serinphos-
phorylierung beobachtet [118]. Der LIF-R besitzt für ERK1/2 vier Rekrutierungsmotive, von denen
jedoch nur Serin Ser1044 als Bindungsstelle für ERK1/2 dient und von ihm phosphoryliert werden
kann [119]. Eine weitere Verknüpfung mit dem JAK/STAT-Signalweg ergibt sich durch die Inhibie-
rung der STAT3-Tyrosinphosphorylierung. Sengupta et al. [120] publizierten die Inhibierung von
JAK1 und in geringerem Maße von JAK2 durch ERK1/2. Obwohl die Tyrosinphosphorylierung
von STAT3 behindert wurde, hatte dies keinen Einfluss auf eine Aktivierung des Ser727. Terstegen
et al. [121] beschrieben, dass auch durch den ERK-Signalweg die Synthese von SOCS3 stimuliert
werden kann. SOCS3 wechselwirkt mit Phosphotyrosin pY759 in gp130 und inhibiert so die Signal-
transduktion durch den JAK/STAT-Signalweg. Da dies die gleiche Bindungsstelle wie für SHP-2 ist,
kann dies zusätzlich auch eine negative Rückkopplung auf den ERK-Signalweg darstellen. Aus den
Literaturbeispielen ist ersichtlich, dass beide Signalwege eng miteinander verflochten sind und sich
gegenseitig beeinflussen und regulieren.
2.6. Transkriptionsfaktor Oct4 – ein Marker für embryonale
Stammzellen
Oct4 (auch bezeichnet als Oct3 oder POU5f1) gehört zu den Proteinen der POU-Transkriptions-
familie10. Die zwei strukturell unabhängigen Unterdomänen der POU-Domäne können beide an
Octamer-Sequenzen in Promotor- oder Enhancerstrukturen in der DNA binden. In vivo ist der Tran-
skriptionsfaktor Oct4 phosphoryliert. Die Bindung an die DNA wird dadurch jedoch nicht beein-
flusst. Die Spezifität von Oct4 für bestimmte Zielgene wird durch das Zusammenwirken mit an-
deren Co-Faktoren bestimmt. Dabei kann Oct4 je nach Zielgen als Aktivator oder Repressor der
Transkription dienen. Befindet sich die Octamer-Sequenz für das Gen nahe am Promotor, aktiviert
Oct4 die Transkription. Für die Aktivierung weiter entfernt liegender Octamer-Sequenzen ist die
Transkription abhängig von einem zweiten Transkriptionsfaktor [122–124].
Im Mausorganismus ist Oct4 beschränkt auf totipotente und pluriotente Zellen [124]. In vitro wurde
Oct4 in embryonalen Krebszellen, embryonalen Keimzellen und ESC nachgewiesen [125]. Zielgene
von Oct4 sind oft Gene, die für die frühe Embryonalentwicklung wichtig sind [122]. Ein Mangel
an Oct4 führt zum Verlust der Pluripotenz der ESC der inneren Zellmasse (ICM) und zur Differen-
zierung in extraembryonales Gewebe (Trophectoderm) [125, 126]. Die Embryonalentwicklung kann
nach dem Verlust der ICM nicht fortgesetzt werden. Oct4 ist für den Erhalt der Stammzellidentität
10 POU – Pit-Oct-Unc
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absolut notwendig, kann aber nur bei gleichzeitiger Stimulation mit LIF einen pluripotenten Phäno-
typ erhalten [126]. Niwa et al. [126] vermuteten, dass LIF die Selbsterneuerung der ESC nicht durch
den Erhalt der Oct4-Expression fördert, sondern der LIF/STAT3-Signalweg für den Erhalt der Ex-
pression eines Oct4-Co-Faktors notwendig ist. In ihrer Publikation beschrieben sie außerdem, dass
für den Erhalt der Selbsterneuerung sehr genau definierte Mengen Oct4 nötig sind. Während die
Reduzierung auf die Hälfte zur Dedifferenzierung der ESC in Trophectodermgewebe führte, beob-
achteten sie bei der doppelten Menge Oct4 die Differenzierung der ESC in endodermales Gewebe.
Die Regulierung von Oct4 ist demzufolge ein sehr wichtiges Ereignis beim Erhalt des Stammzell-
potentials. Vielfältige Mechanismen der Regulierung wurden im Übersichtsartikel von Niwa [127]
beschrieben und sollen an dieser Stelle nicht weiter ausgeführt werden.
2.7. Maleinsäureanhydrid-Copolymere
Die für diese Arbeit verwendeten Polymere sind die alternierenden Maleinsäureanhydrid (MA)-
Copolymere Poly(octadecen-alt-maleinsäureanhydrid) (POMA) und Poly(ethylen-alt-maleinsäure-
anhydrid) (PEMA), in deren Ketten sich Maleinsäureanhydrid und das gewählte Comonomer ab-
wechseln. Mit Hilfe der Spin coating-Technik11 können sehr dünne Polymerfilme mit wenigen Nano-
metern Schichtdicke und sehr glatten Oberflächen präpariert werden [39, 128]. Die MA-Copolymere
besitzen niedrige isoelektrische Punkte (IEP) (POMA 3,0 ± 0,2) und zwei Dissoziationskonstan-
ten (POMA pKa1/pKa2 = 3,7/6,8 ± 0,3)12 [129]. Die präparierten MA-Oberflächen sind stabil ge-
gen Scherbeanspruchung und Hydrolyse in basischen Lösungen [130]. Weitere Eigenschaften der
Polymere können durch die Wahl des MA-Comonomers wesentlich beeinflusst werden [39, 128].
Der Einbau von Octadecen führt zu einem hydrophoben MA-Copolymer mit Kontaktwinkeln um
100◦, das aufgrund der langen Alkylseitenkette unter wässrigen Lösungen nicht stark quillt (Ei-
genschaften siehe Tab. 2.4). Bei PEMA besteht die Seitenkette lediglich aus einem Wasserstoffatom.
Deshalb ergeben sich für dieses MA-Copolymer deutlich andere Eigenschaften: es ist hydrophiler,
kann unter wässrigen Lösungen stark quellen und besitzt im Vergleich zu POMA einen höheren
Anteil Carbonsäureanhydrid-Einheiten. Aufgrund der hydrophileren Eigenschaften hydrolysieren
rezyklierte Carbonsäureanhydride auf PEMA deutlich schneller (innerhalb weniger Minuten) als
auf POMA (innerhalb von Stunden) [128]. Nur durch die Änderung einer Seitenkette können so oh-
ne Beeinflussung der Oberflächenchemie unterschiedliche physikalische Parameter eingestellt wer-
den. Die kovalente Immobilisierung von MA-Copolymeren an aminofunktionalisierte Oberflächen
erfolgt über das reaktive Carbonsäureanhydrid, das nach der Öffnung der Ringstruktur eine Amid-
bindung mit dem Amin ausbildet [131] (Reaktionsschema siehe Abb. 2.4). Die Rezyklierung der
Ringstruktur unter Hitzeeinwirkung überführt das entstandene Amid in das noch stabilere Imid.
11 Auf eine zu modifizierende glatte Oberfläche wird eine Lösung mit der gewünschten gelösten Substanz aufgetragen.
Durch anschließende schnelle Rotation wird überschüssige Lösung von der Probe abgetrennt, sodass nur eine dünne
Schicht der Modifizierung zurückbleibt.
12 Für das untersuchte hydrophile Poly(propylen-alt-maleinsäureanhydrid) (PPMA) ergaben sich IEP = 1,9 ± 0,2 sowie
pKa1/pKa2 = 3,0/6,3 ± 0,3.
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Tabelle 2.4.: Eigenschaften der MA-Copolymere nach Pompe et al. [39, 128].
Eigenschaften POMA PEMA
Molekulargewicht [g/mol] 50.000 125.000
Lösungskonzentration [Masse %] 0,08 0,15
Schichtdicke [nm] trocken 3,5 ± 0,5 4,5 ± 0,5
gequollen (pH 7,4) 4 ± 1 130 ± 20
Anhydriddichte [cm−2] getempert 0,9·1014 5,6·1014
nach 24 h Hydrolyse 0 0
Statischer Kontaktwinkel [◦] getempert 100 ± 3 57 ± 3
Freie durch den Ringschluss regenerierte Carbonsäureanhydride können anschließend leicht mit
nucleophilen Gruppen (z.B. Aminen) reagieren oder wieder hydrolysieren.
MA-Copolymere eignen sich zur Anbindung verschiedener weiterer Komponenten wie beispiels-
weise Zellulose [132]. Dabei entstehen nur auf hydrophilen MA-Copolymeren (u.a. PEMA) glat-
te Zelluloseschichten mit Schichtdicken von 10 bis 280 nm, die in der untersten Schicht (2,5 nm)
kovalent gebunden und stabil gegen Scherbeanspruchung waren. Durch die gezielte Anbindung
verschiedener Zuckerderivate eignen sich MA-Copolymere gut als Modellsystem zur Analyse ver-
schiedener synthetischer Gerinnungsfaktoren und darauf aufbauend zur Gestaltung hämokompa-
tibler Oberflächen. Die antikoagulante Wirkung des Heparins wird durch dessen Kettenlänge und
seinen Sulfatierungsgrad bestimmt. In der Arbeit von Grombe et al. [133] wurden verschieden lange
Saccharide (Glucose, Maltose, Zellulose) mit und ohne Sulfatierung kovalent an PEMA oder Po-
ly(propylen-alt-maleinsäureanhydrid) (PPMA) gebunden. Obwohl die Autoren eine Zunahme der
unspezifischen Adsorption von Antithrombin an die Oberflächen mit steigender Zahl Zuckersulfat-
Einheiten zeigten, übte diese Bindungskapazität keinen Einfluss auf die Blutkoagulation aus. Die
Oberflächen zeigten nur wenig stärkere Thrombin-Antithrombin-Komplexbildung als hämokom-
patible heparinisierte Oberflächen.
MA-Copolymere können nicht nur an planare Oberflächen gebunden werden, sondern eignen sich
auch zur Modifizierung dreidimensionaler Strukturen im Mikrometerbereich. Zur Analyse des Ad-
sorbtionsverhaltens von Proteinen an Grenzflächen (fest/flüssig) wurden mit MA-Copolymeren
modifizierte sphärische Glaspartikel eingesetzt [134]. Im Vergleich zu planaren Systemen ermög-
lichen solche Partikelsysteme die Arbeit mit handlichen Probenvolumen trotz starker Oberflächen-
vergrößerung. Durch die Modifizierung aminosilanisierter Abgüsse aus Sylgard (Poly(dimethyl-
siloxan), PDMS) entstehen Mikrostrukturen wie zylinderförmige Kavitäten [135] oder Gräben [39,
136] mit einer dünnen MA-Copolymerschicht, die zur weiteren Beschichtung beispielsweise mit
Glykosaminoglykanen oder Proteinen geeignet sind.
An MA-Copolymere wurden bereits verschiedene Proteine wie beispielsweise Thrombomodulin,
Fibronektin, Albumin oder Kollagen, aber auch kleinere funktionelle Moleküle wie Thrombin-Inhi-
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Abbildung 2.4.: Schematischer Reaktionsmechanismus bei der Reaktion der MA-Copolymere mit amino-
funktionalisierten Molekülen (Vernachlässigung der Stöchiometrien). Innerhalb der MA-
Copolymerkette können die einzelnen Carbonsäureanhydride verschieden reagieren (Hy-
drolyse oder Immobilisierung des aminofunktionalisierten Moleküls). R1=H für PEMA,
R1=(CH2)15-CH3 für POMA, R’=LIF oder PEG7
bitoren auf Benzamidinbasis kovalent oder physisorptiv immobilisiert. Eine gerichtete Orientierung
von physisorptiv immobilisiertem Kollagen Typ I auf PEMA und POMA konnte durch eine spezielle
Strömungskammer erreicht werden [137]. Im Gegensatz zu POMA wurde auf dem hydrophilen PE-
MA weniger Kollagen immobilisiert. Ausgesiedelte Knochenmarkstammzellen (BMSC) orientierten
sich parallel zu den ausgerichteten Kollagenfibrillen über POMA [138]. Dieses Modellsystem fördert
somit eine Ausrichtung von Zellen, die auch bei neuronalen Stammzellen beobachtet werden konn-
te [139] und bietet die Möglichkeit, die Ausbreitungsrichtung von Zellausläufern neuronaler Zellen
gezielt zu lenken.
Die kovalente Immobilisierung von Proteinen an das Carbonsäureanhydrid erfolgt über die Ami-
nosäureseitenketten. Der Reaktionsmechanismus (siehe Abb. 2.4 Seite 19) ist dabei der gleiche wie
für die Bindung von MA-Copolymeren an aminofunktionalisierte Oberflächen. Die nachfolgende
Rezyklierung zum Imid wird bei der Proteinimmobilisierung jedoch nicht durchgeführt, um das
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Protein nicht zu denaturieren. Durch die Inkubation in wässriger Lösung hydrolysieren die Carb-
onsäureanhydride unter Ringöffnung zur Di-Säureform. Die Hydrolyse des Carbonsäureanhydrids
steht bei der kovalenten Immobilisierung von Aminen dabei immer in Konkurrenz zur erwünsch-
ten Proteinanbindung. Die Anzahl der Anhydrideinheiten, die Hydrolysegeschwindigkeit des MA-
Copolymers sowie die Immobilisierungskonzentration der Proteinlösung bestimmen deshalb maß-
geblich die Effektivität der Immobilisierung. Unter gleichen Inkubationsbedingungen wie für die
kovalente Immobilisierung sind Carboxygruppen hydrolysierter MA-Copolymere ohne vorherige
Aktivierung nicht reaktionsfähig mit Aminen, sodass die Inkubation mit Proteinen dabei nur zur
physosorptiven Immobilisierung führt.
Die kovalente Immobilisierung von Kollagen Typ I in Kombination mit Glykosaminoglykanen er-
möglicht in vitro die Nachgestaltung der extrazellulären Matrix der hämatopoetischen Stammzell-
nische im Knochenmark. Dabei wird die Struktur der Fibrillen durch den Typ des Glykosamino-
glykans (GAG) und dessen Konzentration in der Immobilisierungslösung beeinflusst [140]. Durch
den Einsatz verschiedener oder miteinander kombinierter ECM-Komponenten (z.B. Kollagen/He-
parin, Kollagen/Hyaluronsäure, Heparin, Heparansulfat, Fibronektin) konnte die Anzahl angela-
gerter hämatopoetischer Stammzellen (HSC) sowie deren Adhäsionsfläche auf der Unterlage unter-
schiedlich beeinflusst werden [141]. Aus der Publikation von McBeath et al. [142] ist bekannt, dass
die Zellform einen Einfluss auf das Differenzierungspotential ausüben kann. So könnte die gezielte
Beschichtung mit verschiedenen ECM-Komponenten unterschiedliche Differenzierungsrichtungen
induzieren. Auch die bereits genannten Mikrokavitäten können mit Proteinen modifiziert werden.
Kurth et al. [135] stellten fest, dass Proliferation und Expression spezifischer Oberflächenantige-
ne in fibronektinbeschichteten Kavitäten13 mit 15 µm Durchmesser am geringsten war und sich
zwischen den anderen Kavitäten nicht unterschied. Im Knochenmark stehen die HSC mit osteo-
blastenähnlichen Feederzellen in Kontakt. Auf kovalent an POMA gebundenem Kollagen/Heparin
und Kollagen/Hyaluronsäure differenzierten Knochenmarkstammzellen (BMSC) im Vergleich zu
Zellkulturgefäßen besser in osteogene Zellen (höhere alkalische Phosphatase-Aktivität, mehr Cal-
cifizierung) und konnten in Co-Kultur mit HSC deren Stammzellstatus während der Proliferation
erhalten [143]. Eine Kombination von Mikrokavitäten, Matrixbeschichtung und Co-Kultur könnte
künftig ein weiterentwickeltes dreidimensionales Modell der hämatopoetischen Stammzellnische
darstellen.
Fibronektin (FN) unterstützt in vitro die Verankerung adhärenter Zellen auf der Unterlage. Kovalent
immobilisiertes FN kann nicht durch humanes Serumalbumin von der Oberfläche verdrängt wer-
den. Physisorptive Anlagerung an hydrolysierte MA-Copolymere führt im Gegensatz dazu zu einer
schnelleren Desorption auf hydrophilen (PPMA) als auf hydrophoben (POMA) Oberflächen [144].
Die Charakteristik der MA-Copolymeroberflächen bestimmt demzufolge die Stabilität von Protei-
nimmobilisierungen mit. Bei der Kultivierung humaner Endothelzellen auf Oberflächen mit defi-
nierten FN-Belegungsdichten (50 - 500 ng/cm2) änderten sich die Menge und das Erscheinungsbild
des Fibronektins. Bei kovalenter Immobilisierung wurde die Fibronektinmenge mit zunehmender
Hydrophilie geringer. Das Netzwerk erschien auf hydrophilen Oberflächen eher dreidimensional,
13 Kavitätendurchmesser 15, 20, 30, 40, 80 µm; Höhe 10 µm; Aufnahme von 1 bis 30 Zellen pro Kavität
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während POMA zu einer eher zweidimensionalen Organisation des Netzwerkes führte. Die physi-
sorptive Immobilisierung mit hoher Belegungsdichte ergab durch die Zellkultur Werte und Topo-
graphien ähnlich der jeweiligen Oberflächen mit der geringsten FN-Belegungsdichte bei kovalen-
ter Immobilisierung [136]. Diese Beobachtungen zeigten, dass Endothelzellen auch bei kovalenter
Immobilisierung von ECM-Komponenten in der Lage waren, die Strukturen vor allem auf hydro-
philen Oberflächen zu reorganisieren. Dabei übten zusätzlich die Belegungsdichte sowie die Art
der FN Immobilisierung Einfluss darauf aus. Auf hydrophilen Gräbenstrukturen konnte dadurch
gezielt die Formation von Kapillarstrukturen induziert werden [136].
Auch kleinere Proteine wie z.B. die Serin-Protease Subtilisin A (Molekulargewicht ca. 27 kDa) konn-
ten kovalent an die MA-Copolymere POMA und PEMA gekoppelt werden [145]. Dabei wurde bei
höheren Konzentration (ab 10 mg/ml) aus der gleichen Lösung auf hydrophilem PEMA deutlich
mehr Subtilisin A pro Flächeneinheit immobilisiert als auf POMA. Aktivitätstests zeigten, dass das
Enzym trotz kovalenter Verankerung katalytisch aktiv war. Nach eintägiger Inkubation in wässri-
ger Lösung konnte auf POMA und PEMA mit unterschiedlicher Belegungsdichte noch ein Großteil
des Subtilisin A detektiert werden. Da Subtilisin A die Bildung von Fäulnisschichten unter marinen
Bedingungen verhindert, eröffnet dieses System die Möglichkeit einer dünnen Enzymbeschichtung
von Oberflächen mit Meerwasserkontakt zur Reduzierung oder Verhinderung der Fäulnisprozes-
se. Auch andere Arbeitsgruppen nutzten MA-Copolymere zur kovalenten Immobilisierungen von
Antikörpern [146] sowie BSA oder Peroxidase [147]. Aufgrund der verschiedenen Einsatzgebiete
stellen Dünnschichten aus MA-Copolymeren eine interessante Technik mit breiten Anwendungs-
möglichkeiten dar.
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Auch aminofunktionalisierte Vernetzer (z.B. Diaminobutan), die wiederum andere Komponenten
wie MA-Copolymere [131] oder Polyethylenglykol (PEG)-Spacer über deren Carboxygruppen [148]
kovalent binden, konnten erfolgreich an MA-Copolymere gekoppelt werden. Eine weitere Möglich-
keit ist die direkte kovalente Anbindung von aminofunktionalisierten PEG-Spacern (heterobifunk-
tional) über das Carbonsäureanhydrid [148]. Durch thermische Behandlung kann unter Abspal-
tung von Wasser wieder ein Ringschluss erfolgen, der zur sehr stabilen Imidform führt (Reaktions-
schema siehe Abb. 2.5). Die Carboxygruppe des PEG muss anschließend aktiviert werden, um mit
Aminogruppen reagieren zu können. Dabei bildet die Carboxygruppe des Spacers mit N-(3-Dime-
thylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimid hydrochlorid (EDC) ein O-Acylisoharnstoff-Derivat, das mit
Aminen reagieren kann. In wässrigen Lösungen hydrolysiert das Derivat in Abwesenheit von Ami-
nen wieder in die Ausgangskomponenten. Die Einführung von N-Hydroxysulfosuccinimid (Sulfo-
NHS) überführt den O-Acylisoharnstoff in einen reaktiven Sulfo-NHS-Ester, der schneller mit Ami-
nen reagiert als hydrolysiert [149, 150]. Dadurch findet als bevorzugte Reaktion die Kopplung des
Zytokins an den Spacer statt.
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Abbildung 2.5.: Schematischer Reaktionsmechanismus der Immobilisierung von LIF an PEG7-Spacer (Ver-
nachlässigung der Stöchiometrien). R1=H für PEMA, R1=(CH2)15-CH3 für POMA, R’=LIF,
Sulfo-NHS: N-Hydroxysulfosuccinimid, EDC: N-(3-Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodi-
imid hydrochlorid
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Polyethylenglykol besitzt ein breites Anwendungsspektrum in Industrie, Medizin und Forschung
wie beispielsweise als
• Lösungsmittel, wasserlösliches Gleitmittel, Weichmacher, Benetzungsmittel, Reinigungsmit-
telzusatz, Antistatikum, technischer Hilfsstoff in Nahrungsmittelverpackungen [151],
• Nahrungsmittelzusatz (z.B. als Trägerstoff für Süßungsmittel) [152], Kapsel- oder Tabletten-
überzug [152],
• Zusatz von Kosmetika, Grundlage von Heilsalben, Zäpfchen, Augentropfen und Medikamen-
tenfreisetzungssystemen [151], Kältestabilisator für Kontrastmittel der Kernspintomographie
[153], Organkonservierungsmittel [154, 155],
• Analysechips in der Forschung [156], Einbettmedium von Präparaten für die Immunzyto-
chemie [157], zur Verkapselung von Oligonucleotiden [158], als Komponente von Hydroge-
len zur Einbettung von Zellen [159] oder im Tissue Engineering (Forschungsansatz zur Axon-
Regeneration) [160].
Polyethylenglykole geringer Polymerisationsgrade (Molekulargewichte bis zu 4000 g/mol) werden
vom Körper resorbiert. Die tolerierbare Tagesdosis bei Einnahme beträgt laut Weltgesundheitsorga-
nisation WHO 10 mg/kg Körpergewicht [151, 152]. Die Verwendung von PEG in Nahrungsmitteln
und Nahrungsmittelverpackungen unterliegt Regelungen der Europäischen Union und der ameri-
kanischen Food and Drug Administration (FDA). PEG (auch hochmolekulare) zeigten keine toxischen
Effekte, allergene Reaktionen oder teratogene Wirkung im adulten Tiermodell. Über leichte Em-
bryotoxizität und carcinogene Wirkung wurde jedoch berichtet [151].
In Kombination mit MA-Copolymeren (POMA und PPMA) wurden PEG-Spacer zur kovalenten
Immobilisierung synthetischer Thrombininhibitoren (TI) verwendet [148]. Salchert et al. [148] stell-
ten fest, dass die Wahl des PEG-Spacers wesentlichen Einfluss auf die Bindung der Thrombininhi-
bitoren und die Adsorption von Thrombin an die modifizierte Oberflächen ausübt. Homobifunk-
tionale Spacer zeigten unabhängig vom Molekulargewicht, der Hydrophobie der Oberfläche und
den PEG-Konzentration keine Unterschiede im Schichtdickenzuwachs nach TI-Bindung und der
Thrombinadsorption. Für heterobifunktionale Spacer erhöhten sich auf PPMA sowohl Schichtdicke
als auch Thrombinadsorption mit zunehmendem Molekulargewicht. Diese Ergebnisse zeigen, dass
die Eigenschaften eines Systems durch die Wahl des Spacers stark beeinflusst werden können.
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Die Proteinimmobilisierung eröffnet beispielsweise die Möglichkeiten, Implantatoberflächen mit
biofunktionellen Molekülen zu modifizieren sowie enzymatische Tests oder Analysechips für For-
schung und Diagnostik herzustellen. In der industriellen Produktion kann der Einsatz von immo-
bilisierten Proteinen oft vereinfachte Handhabung, bessere Separation vom Syntheseprodukt und
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Abbildung 2.6.: Methoden der Immobilisierung von Proteinen zusammengefasst nach den Publikationen
von Sheldon [161], Brena und Batista-Viera [162] sowie Cao [163, 164].
damit Verhinderung von Unreinheiten bedeuten. Durch Wiedergewinnung und mehrfache Verwen-
dung der immobilisierten Enzyme sowie einer höheren Stabilität sinken die Kosten des Enzymver-
brauchs je Produktmenge [161]. Bei der in vitro Kultivierung von Zellen können Wachstumsfaktoren
in immobilisierter Form angeboten werden. Auch in vivo ist ein Großteil der Proteine immobilisiert
und ermöglicht so eine lokal hohe Konzentration [162].
Proteine können reversibel oder irreversibel sowie trägerfrei oder trägergestützt immobilisiert wer-
den (Abb. 2.6). Irreversible Immobilisierungen lassen eine Trennung des Proteins nur unter der Zer-
störung des Trägers oder der Proteinaktivität zu, während bei reversiblen Kopplungen ein Ablösen
meist unter milden Bedingungen möglich ist [162]. Trägerlose Makropartikel entstehen durch ir-
reversibel mit bifunktionalen Reagenzien (z.B. Glutaraldehyd) vernetzte Enzyme, Enzymkristalle,
-aggregate oder -pulver [163]. Andere Formen der Immobilisierung sind trägergestützt. Irreversible
Eigenschaften besitzen dabei verkapselte, in eine Matrix eingebettete oder kovalent gebundene Pro-
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teine. Reversibel mit Trägern assoziiert sind Proteine durch Physisorption14, ionische Wechselwir-
kungen, hydrophobe Wechselwirkungen, Affinitätsbindungen oder Koordination mit Metallionen
[162]. Eine Sonderstellung nehmen Immobilisierungen über Disulfidbindungen ein, die trotz ihres
kovalenten Charakters leicht durch β-Mercaptoethanol oder Dithiothreitol gelöst werden können
[165].
Proteine können in eine Matrix eingeschlossen werden, die durch physikalische (z.B. Gelieren) oder
chemische Prozesse (z.B. Vernetzung) erzeugt wird. Dabei wird gleichzeitig das Protein immobili-
siert. Die Matrixbildung kann durch radioaktive Bestrahlung, Photoaktivierung oder den Einsatz
chemischer Reagenzien eingeleitet werden [166]. Zellen können beispielsweise in eine Matrix aus
Alginat eingebettet und durch Gelierung mit Calciumchlorid darin immobilisiert werden. Verkap-
selte Proteinpräparationen sind durch eine semipermeable Membran umgeben. Im Inneren sind
die unmodifizierten Proteine frei beweglich und können je nach Eigenschaften der Membran auch
durch sie hindurchdiffundieren [167]. Diese Eigenschaft wird bei Medikamentenfreisetzungssys-
temen (Drug-release) ausgenutzt. Die Grenze zwischen Einbettungen und Verkapselungen ist un-
scharf. Zusätzlich können beide Methoden miteinander oder mit anderen Immobilisierungsformen
kombiniert werden.
Die verschiedenen Immobilisierungsmethoden unterscheiden sich auch in der Stabilität der Im-
mobilisierung. Kovalente Bindungen sind sehr stabil und verhindern die Ablösung von gebunde-
nen Proteinen, während die Wechselwirkungen mit dem Trägermaterial bei adsorptiv immobili-
sierten Proteinen abnehmen. Die schwächsten Wechselwirkungen bestehen bei der unspezifischen
Adsorption (Physisorption). Die Wechselwirkungen zwischen verkapselten oder eingebetteten Pro-
teinen mit ihrem Trägermaterial sind ebenfalls meist schwach, was leicht zum Verlust des Prote-
ins führt [161]. Deshalb werden die Immobilisierungsmethoden auch in Kombination eingesetzt:
durch Adsorption angelagerte oder eingebettete Proteine können nachträglich kovalent vernetzt
oder vernetzte Enzyme anschließend verkapselt oder eingebettet werden [164]. Bei den meisten Im-
mobilisierungsmethoden ist die Orientierung des Proteins zufällig. Eine gerichtete Bindung kann
aber beispielsweise durch speziell modifizierte Proteine oder Oberflächen (z.B. durch den Einsatz
von Schutzgruppen oder spezielle Reaktionsmechanismen) oder durch einfach vorhandene reaktive
Gruppen am Protein erreicht werden [168].
Für den effektiven funktionellen Einsatz eines Proteins oder Enzyms sind seine Eigenschaften wie
Aktivität, Stabilität oder Substratselektivität entscheidend. Die folgenden Parameter üben Einfluss
auf diese Eigenschaften aus [169]:
• physikalische Parameter des Trägers (Form, Porosität),
• chemische Parameter des Trägers (aktive Funktionalitäten, Seitengruppen),
• Eigenschaften der Bindungschemie,
14 Physisorption ist eine unspezifische Adsorption durch intermolekulare Kräfte wie hydrophobe und elektrostatische
Wechselwirkungen, van der Waals-Kräfte und Wasserstoffbrückenbindungen, deren Einflussstärke vom Träger und
dem immobilisierten Protein abhängt.
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• Immobilisierungsbedingungen (Temperatur, pH, Puffer, Lösungsmittel),
• Konformation des Proteins vor und nach der Immobilisierung,
• Orientierung des immobilisierten Proteins,
• Spacerkopplung (Funktionalität, Struktur),
• Anzahl der Bindungen zwischen Träger und Protein sowie
• Belegungsdichte des Trägers mit Protein.
Durch eine Immobilisierung werden Aktivität, Stabilität und Selektivität erhöht oder reduziert, blei-
ben selten aber auch unbeeinflusst. Bei der (kovalenten) Immobilisierung reagieren aktive Gruppen
des Trägers mit passenden Aminosäureseitenketten und fixieren dabei das Protein oft auch über
mehrere (Multipoint) Bindungen. Die Proteinstabilität kann dadurch erhöht werden. Hoch stabile
Proteine sind jedoch oft weniger aktiv, da sie sterisch ungünstig orientiert, mit veränderter Kon-
formation oder über Aminosäureseitenketten des aktiven Zentrums an den Träger gebunden sind
[169]. Einflüsse auf die Konformation und die Orientierung während der Immobilisierung üben
neben den Immobilisierungsbedingungen auch am Träger vorhandene nicht reaktive Seitenketten
aus. Sie beeinflussen die Orientierung des Proteins während der Immobilisierung. Hydrophile Sei-
tenketten erhalten dabei die Aktivität meist besser als hydrophobe [169], da sie Konformationsände-
rungen in wässrigen Lösungen minimieren. Bei Lipasen wurde jedoch eine Hyperaktivierung auf
hydrophoben Oberflächen beobachtet. In wässriger Lösung liegt das Gleichgewicht auf der Seite
inaktiver Lipasen, da das hydrophobe aktive Zentrum verdeckt ist. Bei Kontakt mit hydrophoben
Grenzflächen verschiebt sich das Gleichgewicht zugunsten der aktiven Lipase mit zugänglichem
aktivem Zentrum. Bei der Immobilisierung wird zur Einstellung der aktiven Form ein wasserfrei-
es organisches Lösungsmittel verwendet [170]. Dieses Beispiel demonstriert den Einfluss der Im-
mobilisierungsbedingungen auf die Proteinkonformation während der Immobilisierung. Auch die
Flexibilität der zu immobilisierenden Proteine beeinflusst Aktivität und Stabilität. Starre Proteine
besitzen eine höhere molekulare Stabilität und können dadurch die Konformation während der Im-
mobilisierung besser als flexible Proteine erhalten [171]. Die Selektivität bezieht sich auf die Charak-
terisierung von Enzymen, die in ihren katalysierten Reaktionen sehr substratspezifisch agieren oder
Reaktionen streng stereospezifisch katalysieren [172]. Durch die Immobilisierung und den Einfluss
des Trägers können die Enzymselektivität bezüglich Substrat, Enantiomer, Stereoisomer, Lokalisa-
tion der Reaktion oder funktioneller Gruppen beeinflusst werden. Für detailliertere Informationen
wird hier auf die entsprechenden Literaturkapitel bei L. Cao verwiesen [169, 171].
Die direkte Immobilisierung von Proteinen auf dem Träger führt zu teilweise ungünstigen Prote-
inorientierungen, bei hoher Belegungsdichte zu sterischen Behinderungen oder zu einer zu hohen
Anzahl von Multipoint-Bindungen. Bei der kovalenten Immobilisierung mit Hilfe von Spacern kön-
nen diese Einschränkungen reduziert und dadurch die Aktivität des Proteins besser erhalten wer-
den als bei direkter Kopplung. Das Protein verhält sich kinetisch gesehen durch erhöhte Flexibilität
der Konformation und geringere sterische Behinderung dann oft wie ein freies Protein in Lösung
[169]. Gleichzeitig kann jedoch die Stabilität des Proteins durch seine erhöhte Mobilität reduziert
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sein. Die optimalen Spacereigenschaften (Länge, Verzweigungen) variieren von Protein zu Protein
[169]. Kovalente und auch adsorptive Immobilisierungsmethoden (außer Physisorption) setzen be-
stimmte Funktionalitäten für die Wechselwirkung mit oder die Bindung von geeigneten Strukturen
auf dem Protein voraus. Für kovalente Anbindungen eignen sich beispielsweise Trägermaterialien
aus synthetischen Polymeren mit Carbonsäure-, Epoxid-, Aldehyd- oder Anhydridfunktionalitäten
[169]. Die Proteine besitzen Funktionalitäten in ihren Aminosäureseitenketten. Mögliche reaktive
Gruppen in Proteinen, ihre Lokalisation und die Häufigkeiten ihrer Anwendung sind in Tabelle 2.5
zusammengestellt.
Tabelle 2.5.: Zusammenstellung reaktiver funktioneller Gruppen an Proteinen und deren Anwendungshäu-
figkeit bei Immobilisierungen nach Cao [169] sowie Srere und Uyeda [173]. Die Häufigkeiten der
Gruppen wurde für LIF (180 Aminosäuren) anhand des Datenbankeintrages [62] spezifiziert.
Funktionelle Gruppe Aminosäure Lokalisation
im Protein
Anwendung Häufigkeit
in LIF
α–Aminogruppe N-Terminus extern häufig 1 (Serin)
α–Carboxygruppe C-Terminus extern häufig 1 (Phenyl-
alanin)
ε–Aminogruppe Lysin extern sehr häufig 11
Hydroxygruppe Serin, Threonin extern,
intern
selten 10, 11
Guanidinogruppe Arginin extern sehr häufig 7
Thiolgruppe Cystein intern/extern sehr häufig 6
Imidazolgruppe Histidin 5
δ–Carboxygruppe Asparaginsäure extern sehr häufig 6
ε–Carboxygruppe Glutaminsäure extern sehr häufig 5
Phenolische Hydroxy-
gruppe
Tyrosin intern 6
Thioether Methionin intern keine 4
Indolgruppe Tryptophan intern keine 0
In der Literatur ist die kovalente Kopplung von Wachstumsfaktoren mehrfach beschrieben worden.
Kapur und Shoichet [174] nutzten die Methode der photochemischen Immobilisierung für die An-
bindung des nerve growth factor (NGF) an Poly(2-hydroxyethylmethacrylat) (PHEMA). Nach der Im-
mobilisierung von NGF wurden die Oberflächen mit Rinderserumalbumin (BSA)-haltigem Puffer
über drei Tage mehrfach gespült, um ungebundenes Protein zu verdrängen. Anschließend wurden
sowohl die Oberflächen als auch die Spüllösungen auf den Gehalt an NGF analysiert. Kapur und
Shoichet konnten nur ein Drittel des eingesetzten NGF mit Hilfe eines enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA) verfolgen. In ihren Zellexperimenten zeigten die Autoren anhand von Wachstums-
studien mit neuronalen PC12 Zellen, dass das immobilisierte Protein biologisch aktiv war, da die
Zellen ohne den Zusatz von gelöstem NGF Neuriten ausbildeten. Gomez et al. [175] immobilisierten
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ebenfalls mit der photochemischen Methode NGF auf PDMS (Poly(dimethylsiloxan)) und wiesen
immobilisiertes NGF nach. Auch bei diesen Experimenten war der Anteil von nicht immobilisier-
tem Protein vernachlässigbar. Die biofunktionelle Immobilisierung von NGF konnte mit Hilfe von
Zellexperimenten nachgewiesen werden: embryonale Rattenhirnzellen des Hippocampus bildeten
auf Oberflächen mit immobilisiertem NGF polarisierte Neuronen aus. Mit gelöstem NGF war die
Neuronenpolarisation ähnlich, während ohne NGF weniger Neuronen polarisierte Axone ausbilde-
ten.
DeLong et al. [176] immobilisierten humanen basic fibroblast growth factor (bFGF) in Hydrogelen,
nachdem das Protein an Acryloyl-Polyethylenglykol gekoppelt wurde. Für die Gele wurden wei-
terhin RGD-Peptide15 und eine photoaktive Komponente zugefügt und die Proben anschließend
UV-Bestrahlung ausgesetzt. Die Analyse der Proben zeigte, dass PEG-konjugiertes bFGF erfolgreich
in die Hydrogele eingebaut werden konnte und nur sehr geringe bFGF-Mengen innerhalb von 24
Stunden in den umgebenden Puffer freigesetzt wurden. Eine Beeinträchtigung der Bioaktivität des
PEG-konjugierten immobilisierten Proteins konnte anhand der Zellexperimente nicht festgestellt
werden. Ichinose et al. [177] modifizierten aminosilanisierte Deckgläser mit Succinimidyl 6-[3’-(2-
pyridyldithio)-propionamido]hexanoat. Anschließend wurde epidermal growth factor (EGF) durch
die N-terminale Konjugation mit Maleimidgruppen modifiziert, die mit den Thiolgruppen der mo-
difizierten Deckgläser reagierten und das Protein kovalent an der Oberfläche immobilisierten. Der
Anteil des immobilisierten Proteins wurde bestimmt, indem die Konzentrationen der Proteinlösung
vor und nach der Immobilisierung bestimmt wurden. Außerdem wurde das immobilisierte EGF
mit Hilfe eines spezifischen fluoreszierenden Antikörpers markiert. Die Ergebnisse zeigten, dass
die nichtspezifische Adsorption vernachlässigbar gering war und EGF mit einer Dichte von 1014
Molekülen/cm2 immobilisiert wurde.
Besonders interessant ist eine Immobilisierung von Proteinen, die in vivo auch in immobilisierter
Form vorliegen. Auch LIF wurde bereits immobilisiert und die biologische Aktivität zum Erhalt
der Pluripotenz von mESC analysiert. Makino et al. [178] verwendeten für die kovalente Immobi-
lisierung von LIF photoreaktive Gelatine. Das LIF wurde mit der Gelatine gemischt, in Polystyren-
Platten gegeben, getrocknet und zur Vernetzung mit UV-Licht bestrahlt. Die Immobilisierung des
Zytokins wurde nach fünf stündlichen Spülvorgängen mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS)
analysiert, indem die Spülpuffer mit Hilfe von Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektro-
phorese (SDS-PAGE) auf freigesetztes LIF untersucht wurden. Die Immobilisierung ergab Bele-
gungsdichten von 2,86 bis 286 U/cm2 (0,0286 bis 2,86 ng/cm2 16). Die gespülten Oberflächen wur-
den in weiteren Experimenten für die Kultur von murinen ESC verwendet. Die mESC wurden nach
Kultur auf LIF-Gelatine auf ihre Stammzelleigenschaften untersucht. Sowohl Kulturen der Referenz
mit gelöstem LIF als auch mit immobilisiertem LIF kultivierte mESC zeigten die Aktivierung von
STAT3 sowie die Expression des Transkriptionsfaktors Oct4 und damit Stammzelleigenschaften.
Çetinkaya et al. [180] koppelten LIF kovalent an Polyethylenterephthalat-Scheiben mit ungerichte-
ter Filamentorientierung. Die kovalente Bindung des Zytokins wurde durch die Reaktion der Ami-
15 RGD – Arginin - Glycin - Asparaginsäure
16 Gemäß der Datenblattinformation [179] besitzt 1 ng LIF ungefähr eine Aktivität von 100 U.
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nogruppen des LIF mit aktivierten Carboxygruppen17 des Trägermaterials vermittelt. Je nach LIF-
Konzentration der Immobilisierungslösung konnten 15 bis 230 µg/cm2 LIF ermittelt werden. Nach
der Immobilisierung wurden die Scheiben mit 70 % Ethanol desinfiziert (LIF-Quantifizierung) oder
10 min mit UV-Licht bestrahlt (Zellexperimente). Die Oberflächenbelegungen mit LIF wurden durch
fluorimetrische Messungen der LIF-Lösungen vor und nach der Immobilisierung kalkuliert. In der
Zellkultur exprimierten die murinen ESC der Zelllinie R1 bei höheren Immobilisierungskonzentra-
tionen stammzellspezifische Marker. Das immobilisierte LIF verhinderte die Differenzierung der R1
mESC und ermöglichte die Kultur undifferenzierter Kolonien.
Die zitierten Beispiele zeigen, dass die kovalente Immobilisierung von Wachstumsfaktoren oder
Zytokinen an Oberflächen oder ihr Einschluss in eine Matrix die Biofunktionalität erhalten kann.
17 Die Carboxygruppen entstanden durch Inkubation mit Kaliumpermagnanat und Schwefelsäure.
29
3. Materialien und Methoden
Die verwendeten Chemikalien, Medien, Geräte und Antikörper sind im Anhang in den Tabellen A.4
bis A.9 ab Seite 122 aufgelistet.
3.1. Schichtpräparation
3.1.1. Beschichtung von Deckgläsern und Siliziumwafern
Für die Beschichtung der Oberflächen standen nach Pompe et al. [39] gereinigte alternierende Male-
insäureanhydrid (MA)-Copolymere zur Verfügung. Poly(octadecen-alt-maleinsäureanhydrid) (PO-
MA; MW = 30.000-50.000) und Poly(ethylen-alt-maleinsäureanhydrid) (PEMA; MW = 125.000) wur-
den in den in Tabelle 3.1 angegebenen Massekonzentrationen in geeigneten Lösungsmitteln gelöst.
Deckgläser oder Siliziumwafer wurden jeweils 30 min im Ultraschallbad erst in Reinstwasser, dann
in vergälltem Ethanol gereinigt und mit Reinstwasser gespült, bevor sie 10 min bei 70◦C mit ei-
ner Lösung aus 5 Teilen (V/V) Reinstwasser, 1 Teil Wasserstoffperoxid (Merck) und 1 Teil Ammo-
niumhydroxid behandelt wurden (RCA-Reinigung). Zur Einführung von Aminogruppen an der
Oberfläche wurden die Trägermaterialien nach dem Spülen und Trocknen mit (3-Aminopropyl)di-
methyl-monoethoxy-silan (APDMS) über Nacht bei Raumtemperatur aus der Gasphase silanisiert,
anschließend mit Toluol gespült und 1 h bei 120◦C getrocknet. Um besonders dünne Schichten zu
erhalten, wurden die Polymerlösungen mit Hilfe des spin coating-Verfahrens auf die silanisierten
Oberflächen gebracht1. Die Oberflächen wurden vollständig mit Polymerlösung2 bedeckt und an-
schließend die Rotation des Spincoaters gestartet, um die überschüssige Lösung abzutrennen. Für
eine stabile kovalente Anbindung der MA-Copolymere an Aminogruppen des Silans wurde die
Amidbindung durch Rezyklierung (2 h bei 120◦C) in die stabile Imidform überführt. Vor der wei-
teren Verwendung wurde nicht gebundenes Polymer mit dem jeweiligen Lösungsmittel abgespült
und die Träger erneut 2 h bei 120◦C getempert.
3.1.2. Beschichtung von Glasboden-Wellplatten
Für die Herstellung von Glasboden-Wellplatten wurden dünne Glasplatten (75 × 111 mm, Stärke
1,5) analog kleineren Deckgläsern beschichtet3 und an schwarze 96-Well-Plattengerüste ohne Boden
1 spin coating-Bedingungen: 4000 rpm, 1500 rpm/s, 30 s
2 Je nach Fläche des Trägers wurden ca. 0,7 ml (Wafer 1 cm2) bis ca. 8 ml (Glasbodenplatten 83,25 cm2) aufpipettiert.
3 Aufgrund der Plattengröße wurde eine geringere Drehzahl (2000 rpm) gewählt, um Beschädigungen zu vermeiden.
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Tabelle 3.1.: Konzentrationen und Lösungsmittel der verwendeten Copolymere
Träger Copolymer Konzentration Lösungsmittel
Deckgläser und Wafer POMA 0,08 Masse % THF
PEMA 0,15 Masse % 1/3 Aceton
2/3 Masse THF
PS-Wellplatten POMS 0,10 Masse % Isopropanol
geklebt. Die Platten wurden zur Vermeidung von Kontaminationen nach dem Verkleben luftdicht
in Folie eingeschweißt und bis zum Gebrauch trocken und dunkel bei Raumtemperatur gelagert.
Vor der weiteren Verwendung wurden die Platten 18 h bei 90◦C getempert.
3.1.3. Beschichtung von Polystyren(PS)-Wellplatten
Für die Beschichtung von PS-Platten wurden 96-Wellplatten und 6-Well-Suspensionskultur-Plat-
ten4 ca. 24 h bei Raumtemperatur im Vakuum entgast. Anschließend wurden die Platten 30 s mit
Ammoniak-Plasma behandelt, um Aminogruppen für die Anbindung der Copolymere an der Ober-
fläche einzuführen. Die genauen Parametereinstellungen sind bei Nitschke et al. [181] beschrieben.
Für die Polymerbeschichtung wurde Poly(octadecen-alt-maleinsäure) (POMS)5 in Isopropanol ge-
löst (0,1 Masse %) und die Platten direkt nach der Plasmabehandlung mit 0,1 ml bzw. 2 ml Lösung
pro Well 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde der nicht verdunstete Lösungsrest
abpipettiert und die Platten 48 h bei 90◦C unter Vakuum getempert, um die Carbonsäureanhydrid-
form zu erhalten. Nach der Glättung der Polymeroberflächen mit Reinstwasser (1 h bei 90◦C) musste
das hydrolysierte POMS erneut zu POMA rezykliert werden (48 h, 90◦C, Vakuum). Die Platten wur-
den abgedichtet und bis zum Gebrauch trocken und dunkel bei Raumtemperatur gelagert. Vor der
weiteren Verwendung wurden die Platten ca. 18 h bei 90◦C getempert.
3.1.4. Spacerkopplung
Zum Abspalten der Schutzgruppe wurde das eingewogene Boc-PEG7 (O-[2-(Boc-amino)-ethyl]-O’-
[2-(diglycolyl-amino)ethyl]hexaethylenglycol) in Dichlormethan gelöst. Nach Zugabe von Trifluor-
essigsäure wurde die Lösung im Rundschliffkolben mit Trockenrohr mindestens 2 h bei Raum-
temperatur unter Rühren inkubiert [148]. Anschließend wurde das Lösungsmittel am Rotations-
verdampfer bei 40◦C und ca. 600 mbar abgezogen. Durch dreimaliges Spülen mit Dichlormethan
und erneutes Einengen wurde das entschützte PEG7 gereinigt. Nach vollständigem Abziehen des
4 Gewebezellkultur-Platten können nicht verwendet werden, da sie bereits behandelt sind.
5 Durch Autoklavieren von POMA erhält man die hydrolysierte Form, das POMS. Die PS-Platten sind bei Behandlung
mit den Lösungsmitteln für POMA nicht stabil.
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Lösungsmittels verblieb ein öliger Rückstand (PEG7), der mit 0,01 M Boratpuffer gelöst und mit 5 M
NaOH auf pH = 8,0 eingestellt wurde. Die Konzentration der PEG7-Immobilisierungslösung betrug
10 mmol/l. Für die Anbindung des PEG7 an die MA-Copolymere wurden getemperte Oberflächen
verwendet. Deckgläser und Siliziumwafer wurden mit der beschichteten Seite in entsprechenden
Reaktionsgefäßen auf die Lösung gelegt oder die Kavitäten der Wellplatten mit der PEG-Lösung
gefüllt. Die Volumina der PEG-Lösungen und die Temperbedingungen für die verschiedenen Trä-
ger sind in Tabelle 3.2 aufgeführt. Alle Oberflächen wurden über Nacht bei Raumtemperatur inku-
biert, anschließend dreimal mit Reinstwasser gespült und mit Stickstoff getrocknet. Danach wurden
die Träger unter den aufgeführten Bedingungen erneut getempert, um die spontan gebildete PEG-
Amidbindung in das stabilere Imid umzusetzen. Proben mit einem Schichtaufbau aus PEMA und
PEG7-Spacer werden folgend als PEMA+PEG7 bezeichnet, Proben mit POMA und PEG7-Spacer als
POMA+PEG7.
Tabelle 3.2.: Temperbedingungen und Volumina der PEG-Lösungen der verschiedenen verwendeten Träger-
systeme
Träger Größe Inkubationsvolumen Temperbedingungen
PEG-Lösung
Wafer 10×20 mm 1 ml/Wafer 2 h bei 120◦C
Deckgläser 24×24 mm 1 ml/Deckglas 2 h bei 120◦C
60×24 mm 3 ml/Deckglas 2 h bei 120◦C
Glasbodenplatten 96 Well Platte 0,1 ml/Well 18 h bei 90◦C
3.2. Schichtcharakterisierung
3.2.1. Ellipsometrie
Zur Bestimmung der Schichtdicken wurden Siliziumwafer (1×2 cm) entsprechend der Methoden in
den Kapiteln 3.1.1 und 3.1.4 präpariert. Ein gereinigter und ein aminosilanisierter Wafer dienten als
Referenzen zur Bestimmung der Schichtdicken des Siliziumoxids und des Aminosilans. Untersucht
wurden anschließend Oberflächen mit PEMA oder POMA, jeweils mit oder ohne PEG7-Spacer in
getempertem und hydrolysiertem Zustand. Zum Hydrolysieren der Oberflächen wurden die Wafer
über Nacht bei Raumtemperatur unter PBS inkubiert, anschließend mit Reinstwasser gespült und
vorsichtig mit Stickstoff getrocknet. Die Schichtdicken wurden am Ellipsometer Sentech SE400adv
(Öffnungswinkel 70◦, λ = 632,8 nm) mit anschließender Modellkalkulation eines Vierschichtsystems
(Si/SiO2/MA-Copolymer/Luft) analog der Beschreibung in Salchert et al. [148] bestimmt (n = 15).
Die verwendeten Brechungsindices und eine Skizze der Analysemethode Ellipsometrie sind in Ab-
bildung 3.1 dargestellt.
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3.3. LIF-Immobilisierung
Abbildung 3.1.: Skizze zur Verdeutlichung der Methode Ellipsometrie zur Schichtdickenbestimmung. Auf-
geführt sind zusätzlich die in die Modellkalkulation eingeflossenen Brechungsindices n der
verschiedenen Medien.
3.2.2. Kontaktwinkelbestimmung
Die Kontaktwinkelbestimmung wurde mit den gleichen Proben wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben
im Anschluss an die Ellipsometrie durchgeführt. Die Messungen wurden mit dem Kontaktwinkel-
messsystem OCA30 durchgeführt. Für die Analyse wurden statische und dynamische Kontaktwin-
kel nach der sessile-drop-Methode bestimmt. Dabei wird auf die liegende Probe von oben durch die
Kanüle des Messgerätes ein kleiner Tropfen (hier 8 µl) entgastes Reinstwasser gegeben. Durch die
integrierte Kamera und Gegenlicht wird das Tropfenprofil erfasst. Durch Anlegen einer Tangente
an den Tropfen im Modellprofil kann der Kontaktwinkel der Lösung auf der Oberfläche bestimmt
werden. Statische Kontaktwinkel werden gemessen, nachdem das gesamte Tropfenvolumen auf die
Oberfläche pipettiert wurde. Während der Zugabe weiterer Volumeneinheiten wird der fortschrei-
tende Kontaktwinkel und bei Einsaugen des Wassers in die Kanüle der rückziehende Kontaktwinkel
bestimmt. Kontaktwinkelmessungen sind auch mit anderen Lösungen möglich, wurden aber in der
vorliegenden Arbeit nicht durchgeführt.
3.3. LIF-Immobilisierung
3.3.1. Kovalente LIF-Anbindung an MA-Copolymeroberflächen ohne und mit
PEG7-Spacer
Die Experimente in dieser Arbeit wurden mit Maus-LIF (folgend LIF; #LIF2010) durchgeführt. Für
die kovalente Anbindung direkt an die MA-Copolymere (PEMA und POMA) wurden getemperte
Oberflächen über Nacht bei Raumtemperatur unter Bewegung (150 rpm) mit LIF in PBS inkubiert,
am Folgetag zweimal mit PBS gespült und anschließend für die Experimente verwendet. Für eine
kovalente Anbindung des Zytokins an die Carboxygruppe des PEG7-Spacers musste diese zunächst
33
3.4. Quantitative Bestimmung der immobilisierten Zytokinmenge
aktiviert werden. Die Proben wurden 4 h bei Raumtemperatur mit einer Lösung aus N-Hydroxy-
sulfosuccinimid (Sulfo-NHS, 25 mM) und N-(3-Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimid hydro-
chlorid (EDC, 50 mM) in Phosphatpuffer (0,067 M, pH = 7,4) inkubiert und anschließend zweimal
schnell mit Reinstwasser gespült. Danach wurden die Proben wie oben beschrieben mit LIF inku-
biert und gespült. Die Konzentrationen und Volumina der verschiedenen LIF-Lösungen für beide
Oberflächentypen sind bei den Präparationen für die jeweiligen Experimente angegeben. Proben
mit kovalent immobilisiertem LIF werden folgend als iLIF bezeichnet.
3.3.2. Physisorptive LIF-Anlagerung an Matrixkomponenten
Als Vergleich zur kovalenten Verknüpfung wurde auch eine physisorptive Immobilisierung des LIF
an Komponenten der extrazellulären Matrix (ECM) untersucht. Für diese Proben wurden POMA-
Oberflächen verwendet. Nach dem Hydrolysieren des Carbonsäureanhydrids mit PBS über Nacht
bei Raumtemperatur wurde die Oberfläche mit einer Lösung aus 0,2 mg/ml Gelatine B 6 und
12,5 µg/ml Fibronektin in PBS über Nacht bei 37◦C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit inku-
biert. Anschließend wurde der Überstand abgenommen, die verbliebene Matrix kurz getrocknet
und die LIF-Lösung je nach Experiment pipettiert. Die Proben wurden über Nacht unter Zellkultur-
bedingungen (wie oben) inkubiert, am Folgetag zweimal mit PBS gespült und für die Experimente
verwendet. Hydrolysierte POMA-Oberflächen mit Matrixbeschichtung werden folgend als POMA-
Matrix und die physisorptive Immobilisierung von LIF als pLIF bezeichnet.
3.4. Quantitative Bestimmung der immobilisierten Zytokinmenge
LIF wurde anwenderspezifisch bei GE Healthcare UK Limited mit 125I gelabelt7. Getemperte (PE-
MA, POMA), aktivierte (PEMA+PEG7, POMA+PEG7) oder matrixbeschichtete (0,2 µg/ml Kolla-
gen Typ I, 12,5 µg/ml Fibronektin in PBS, POMA-Matrix) Deckgläser (24×24 mm) wurden in Immo-
bilisierungskammern mit 245 µl LIF/125I-LIF-Lösung verschiedener Gesamtkonzentrationen (0,25
bis 10 µg/ml) über Nacht bei Raumtemperatur und 150 rpm inkubiert. Die Wells der am Institut
gefertigten Immobilisierungskammern ermöglichen die Analyse einer Fläche von 2 cm2 je Probe.
Am Folgetag wurden zur Immobilisierungslösung 0,5 ml PBS gegeben und die Proben nachfolgend
zweimal mit je 1 ml PBS gespült. Danach erfolgte die Bestimmung der Radioaktivität der einzelnen
Deckgläser mit dem Gamma-Zähler. Zur Analyse der Stabilität der immobilisierten Proteinschich-
ten unter Zellkulturbedingungen wurden die Proben mit 0,5 ml Zellkulturmedium (DMEM mit
15 % Serumersatz und 2 mM NaN3 zu Vermeidung von Kontaminationen in den unsterilen Proben)
im Brutschrank inkubiert. Die Aktivitäten wurden nach 1, 3 und 6 Tagen erneut gemessen. Bei je-
der Messung wurde das Medium gewechselt. Eine Standardkurve mit 125I-LIF in PBS (0,396 µg/ml)
wurde zu Beginn aller Experimente auf 2 Deckgläsern je Volumen (2 bis 50 µl) präpariert, bei jeder
Probenanalyse als Referenz gemessen und anschließend wieder eingefroren.
6 für Isotopenexperimente natives Kollagen Typ I
7 Aktivität: 50 µCi/mg = 1,85 MBq/mg Protein, < 2 % freies 125I
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3.5. Immobilisierung definierter Belegungsdichten
Zur Einstellung definierter Belegungsdichten wurden die Proben in Abhängigkeit von der Poly-
merbeschichtung mit unterschiedlichen LIF Immobilisierungskonzentrationen wie in Kapitel 3.3
beschrieben inkubiert. Die einzelnen Konzentrationen wurden mit Hilfe der Radioisotopenexperi-
mente ermittelt (siehe Kapitel 4.3.2) und sind zur Vervollständigung in Tabelle 3.3 aufgeführt. Die
Konzentrationen wurden so gewählt, dass nach einer Inkubationszeit von 3 Tagen in Zellkulturme-
dium mit 15 % FBS oder Serumersatz und 2 mM NaN3 bei täglichem Mediumwechsel Belegungs-
dichten von 2 bis 75 ng/cm2 LIF auf den verschiedenen Oberflächen immobilisiert waren. Proben
mit POMA-Matrix wurden nur 2 Tage in Medium inkubiert, da Wellplatten mit sowohl kovalent
als auch adsorptiv immobilisiertem LIF nur so parallel zueinander präpariert werden konnten. Die-
se kürzere Inkubationszeit wurde für alle anderen Experimente für die POMA-Matrix-Oberflächen
übernommen. Nach der Mediuminkubation wurden die Probenwells zweimal komplett mit PBS
gespült, um restliches NaN3 zu entfernen. Die Oberflächen wurden anschließend für die jeweiligen
Experimente verwendet.
Tabelle 3.3.: Immobilisierungskonzentrationen von LIF zur Einstellung definierter Belegungsdichten auf ver-
schieden modifizierten MA-Copolymerträgern. Die einzelnen Konzentrationen wurden mit Hil-
fe der Radioisotopenexperimente ermittelt (siehe Kapitel 4.3.2)
Immobilisierungskonzentrationen LIF [µg/ml]
iLIF PEMA PEMA+PEG7 POMA POMA+PEG7 POMA-Matrix
2 ng/cm2 0,0602 0,1023 0,0446 0,1065 0,0836
5 ng/cm2 0,1504 0,2558 0,1124 0,2712 0,2091
6 ng/cm2 0,1813 0,3083 0,1359 0,3290 0,2520
8 ng/cm2 0,2406 0,4092 0,1814 0,4421 0,3345
75 ng/cm2 2,2558 3,8363 2,1589 10,000 3,1359
3.6. Inkubationsbedingungen und Sterilisieren der Deckgläser
Die Volumina für die Inkubation mit den verschiedenen Lösungen sind in der Tabelle 3.4 zusam-
mengefasst.
Sofern nicht anders aufgeführt, wurden die Inkubationen bei Raumtemperatur durchgeführt. Zur
Vermeidung von Kontaminationen wurden die Deckgläser für Experimente mit Flexiperm-Silikon-
strukturen nach der Beschichtung mit den MA-Copolymeren oder mit Spacer-Modifizierung unter
Reinstwasser autoklaviert, anschließend unter sterilen Bedingungen mit Reinstwasser gespült und
getempert. Nachfolgende Schritte wie die Aktivierung des PEG7, die Immobilisierung von LIF oder
die Matrixbeschichtung wurden mit sterilen Lösungen unter der Sterilwerkbank durchgeführt. Die
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3.8. Analyse der Homogenität der LIF-Beschichtungen
Vorinkubation der Oberflächen erfolgte trotzdem mit NaN3-haltigem Kulturmedium, da das Auto-
klavieren und Modifizieren zwar zeitnah, aber nicht taggleich erfolgte.
3.7. Bewertung der LIF-Zugänglichkeit durch Antikörper
Die Zugänglichkeit des immobilisierten LIF für spezifische Antikörper wurde durch eine ELISA-
ähnliche Methode8 untersucht. Zur Etablierung der Standardkurve wurden EIA/RIA Stripwell-
platten über Nacht mit 50 µl/Well anti-Maus-LIF Antikörper (AF449, 5 µg/ml in TRIS-gepufferter
Salzlösung (TBS) pH = 7,3) inkubiert. Nach dreimaligem Spülen mit TBS und dem Blockieren mit
50 µl/Well IgG-freiem BSA (Rinderserumalbumin, 5 % in PBS) für 1 h wurden die Platten nur
ausgeklopft und anschließend mit 50 µl/Well LIF in PBS (Konzentrationsbereich 0 bis 150 ng/ml)
über Nacht bei 150 rpm inkubiert. Nach zweimaligem Spülen mit PBS und einem weiteren Blockie-
rungsschritt wurden die Proben 2 h bei 150 rpm mit 50 µl/Well biotin-konjugiertem anti-Maus-LIF
Antikörper (BAF449, 1,5 µg/ml in TBS) markiert. Nach drei Waschschritten, der Inkubation mit
100 µl/Well Enzymkonjugat Streptavidin/HRP (75 ng/ml in TBS, 30 min, dunkel) und erneutem
Spülen wurde die Umsetzung mit dem chromogenen Substrat (TMB Peroxidase Kit) nach 8 min mit
0,5 M H2SO4 gestoppt und die optischen Dichten bei 450 nm gemessen. Da bei der Untersuchung
der modifizierten Polymeroberflächen das Zytokin bereits immobilisiert war, konnte bei diesen Pro-
ben nach dem Spülen die Analyse mit der zweiten Blockierung begonnen werden.
Die Bestimmung der Antikörperzugänglichkeit auf den beschichteten Oberflächen wurde mit Deck-
gläsern (60×24 mm) durchgeführt, die an die Unterseiten von Silikonkammern (Flexiperm Micro 12)
geheftet wurden und dabei dichte Kavitäten in der Größe von 96-Wells bildeten. Das Zytokin wur-
de entsprechend der Oberfläche kovalent oder physisorptiv immobilisiert (75 µl/Well; siehe Ka-
pitel 3.3). Im ersten Ansatz wurden für alle Oberflächen gleiche Inkubationskonzentrationen (0,25
und 2,5 µg/ml LIF) verwendet. In einem zweiten Experimentansatz wurden in Abhängigkeit von
den Oberflächeneigenschaften der Proben nach einer Vorinkubation gleiche Belegungsdichten (2 bis
8 ng/cm2 nach 2 oder 3 Tagen Mediuminkubation) eingestellt (siehe Kapitel 3.5). Die Analysen wur-
den sowohl direkt nach der Immobilisierung als auch nach der Mediuminkubation durchgeführt.
Um zu prüfen, ob die Matrixkomponenten die Zugänglichkeit stark behindern, wurden Proben mit
kovalent gebundenem LIF zusätzlich wie in Kapitel 3.3.2 angegeben mit Matrix (50 µl/Well) be-
schichtet, mit PBS gespült und danach analysiert. Für die Messung der optischen Dichten wurden
die Lösungen aus den Flexipermkammern in Mikrotiterplatten umpipettiert.
3.8. Analyse der Homogenität der LIF-Beschichtungen
Deckgläser der fünf verschiedenen Oberflächen wurden mit Flexiperm Slide Silikonstrukturen (Flä-
che 0,8 cm2) verbunden, mit LIF (für 2 und 8 ng/cm2) beschichtet und drei Tage unter Zellkulturbe-
8 ELISA – Enzyme linked immunosorbent assay
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dingungen inkubiert (siehe Kapitel 3.5). Anschließend wurden die Proben mit PBS gespült und mit
200 µl 4 % Paraformaldehydlösung 10 min bei 37◦C fixiert. Nach erneutem Spülen und Blockieren
mit 10 % Eselserum (ES) in PBS über Nacht bei 4◦C wurde das gebundene LIF mit dem primären An-
tikörper AF449 (1 µg/ml in 10 % ES/PBS, 150 µl/Well) über Nacht bei 4◦C markiert. Nach dem Spü-
len erfolgte die Anbindung des gelabelten Sekundärantikörpers (anti-goat-IgG TRITC, 7,5 µg/ml
in 10 % ES/PBS, 150 µl/Well) 1 h im Dunkeln. Anschließend wurden die Deckgläser mit Mowi-
ol 4-88 und Eukitt eingedeckelt. Zur Analyse der unspezifischen Bindung der Antikörper an die
reinen Oberflächen wurden Negativkontrollen ohne LIF in gleicher Weise behandelt. Die Proben
wurden bis zur zeitnahen Analyse bei 4◦C dunkel gelagert. Fluoreszenzbilder wurden am konfoka-
len Laserscanning-Mikroskop (LSM) aufgenommen. Die am stärksten fluoreszierende Probe wurde
zur Einstellung der Laserintensität verwendet.
3.9. Zellkulturbedingungen NIH3T3 Fibroblasten
3.9.1. Expansion der Zellen
NIH3T3 Fibroblasten wurden in Gewebezellkulturflaschen in DMEM (#31966021) mit 10 % FBS (fö-
tales Rinderserum) kultiviert. Die Zellen wurden zunächst expandiert und als Passage 11 in DMEM
mit 20 % DMSO (Dimethylsulfoxid) und 20 % FBS in flüssigem Stickstoff aufbewahrt. Vor der Ver-
wendung wurden die Zellen 3 Tage bis zur Konfluenz von ca. 80 % kultiviert und zweimal mit PBS
gespült, bevor 2 ml Trypsin/EDTA (Sigma) einpipettiert und nach gleichmäßiger Verteilung auf
dem Zellrasen sofort wieder abgesaugt wurden. Nach 3 min bei 37◦C wurden die Zellen in 10 ml
Medium mit FBS resuspendiert, um die Trypsin-Reaktion zu stoppen. Die Suspension wurde zentri-
fugiert (5 min, 150 rpm) und in entsprechenden Volumina resuspendiert. Die Zellzahlbestimmung
erfolgte am Zellzählgerät. Für die Experimente wurden Zellen der Passagen 12 bis 14 verwendet.
Die Zellen wurden für die Experimente auf mit Gelatine-Fibronektin-Matrix beschichteten Deckglä-
sern oder Wellplatten ausgesiedelt.
3.9.2. Untersuchung der NIH3T3 Fibroblasten auf Autosekretion von LIF
Die Fibroblasten wurden mit einer Zelldichte von 100.000 Zellen/Well in 6-Well-Kulturplatten aus-
gesiedelt und in 2 ml Medium 1 bis 3 Tage kultiviert. Für jeden Zeitpunkt wurden aus zwei Wells
die Kulturmedien eingefroren sowie die Zellen trypsiniert und gezählt. Mit einem kommerziellen
Sandwich-ELISA Kit (MLF00) wurden die Medien nach Anleitung des Herstellers auf ihren LIF-
Gehalt untersucht. Die Optischen Dichten wurden bei 450 nm gemessen.
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3.9.3. sLIF-Konzentrationsabhängigkeit der NIH3T3 und R1 mESC
Zur Analyse der LIF-Sensitivität von NIH3T3 Fibroblasten wurden POMA-beschichtete Glasboden-
Wellplatten ohne immobilisiertes LIF 3 Tage mit PBS/NaN3 hydrolysiert, gespült und anschließend
mit Gelatine-Fibronektin-Matrix beschichtet. Die NIH3T3 wurden trypsiniert und in die Wells aus-
gesiedelt (15.000 Zellen/Well). Die Kulturmedien enthielten gelöstes LIF (sLIF) in Konzentrationen
von 0 bis 10 ng/ml. Nach einer Inkubationszeit von 12 h wurden die Zellen für die Markierung von
pTyr705-STAT3 (folgend nur pSTAT3) fixiert. Für jede Kondition wurde eine Dreifachbestimmung
durchgeführt. Parallel wurde das gleiche Experiment mit R1 mESC in der zweiten Plattenhälfte
durchgeführt. Proben, die gelöstes LIF enthalten werden folgend mit sLIF bezeichnet.
3.9.4. iLIF-Konzentrationsabhängigkeit der NIH3T3
Die Fibroblasten wurden auf Deckgläsern mit Flexiperm Micro 12 aller fünf vorinkubierten Ober-
flächentypen ausgesiedelt (15.000 Zellen/Well). Den Zellen wurden 2, 8, 75 ng/cm2 iLIF oder pLIF,
10 ng/ml sLIF oder kein LIF für die Inkubationsdauer angeboten. Nach dem Trypsinieren wurden
die Zellen in Medium ohne LIF resuspendiert. In die Kammerwells wurden je 100 µl Medium oh-
ne oder mit 20 ng/ml sLIF vorgelegt und 100 µl Zellsuspension dazugegeben. Die Zellen wurden
5 min bei 1500 rpm anzentrifugiert und anschließend im Brutschrank inkubiert. Nach 12 h wurden
die Proben wie in Kapitel 3.11.1 beschrieben für die Analyse des pSTAT3 präpariert.
3.9.5. Aktivierungsprofil von NIH3T3 als Reaktion auf gelöstes und immobilisiertes
LIF
Die Untersuchung der Aktivierungsverläufe von STAT3 nach Inkubation mit sLIF wurde auf RCA-
gereinigten, autoklavierten Deckgläsern ohne MA-Copolymerbeschichtung durchgeführt. Die mit
Flexiperm Micro 12 verbunden Gläser wurden mit Matrixkomponenten beschichtet und anschlie-
ßend je 20.000 Zellen/Well in Medium ohne LIF ausgesiedelt. Nach dem Adhärieren über Nacht im
Inkubator wurde das Medium ohne LIF am Folgetag schrittweise gegen Medium mit 10 ng/ml sLIF
ausgetauscht, sodass die Zellen 12 h bis 5 min mit sLIF-Medium inkubiert wurden. Als Referenz
diente eine Probe ohne LIF. Anschließend wurden die Proben für die pSTAT3 Analyse präpariert
und eingedeckelt.
Die Aktivierung des STAT3 wurde auch an Proben mit immobilisiertem LIF analysiert. Sterile vor-
inkubierte Deckgläser aller fünf Oberflächen enthielten 6 ng/cm2 iLIF bzw. pLIF oder 10 ng/ml
sLIF. Je Well wurden 100 µl mit 20.000 Zellen in 100 µl vorgelegtes Medium (ohne LIF oder mit
20 ng/ml sLIF) ausgesiedelt und 5 min bei 1500 rpm anzentrifugiert. Anschließend wurden die Pro-
ben 5 min bis 12 h im Brutschrank inkubiert und wie in Kapitel 3.11.1 beschrieben für die Analyse
vorbereitet.
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3.10. Kulturbedingungen der embryonalen Mausstammzellen der Linie
R1
Die embryonalen Mausstammzellen der Zelllinie R1 (R1 mESC) wurden von der Arbeitsgruppe um
Andràs Nagy [182] etabliert. Für die Anzucht von Embryonen wurden chinchilla-farbene weibliche
Mäuse der Linie 129X1/SvJ mit agouti-farbenen Männchen (Linie 129S1/ SV-+p+Tyr−cKitlSl−J/+)
des gleichen Inzuchtstammes verpaart. Am Embryonaltag E3,5 wurden die Embryonen entnommen
und für vier Tage in Kultur gebracht. Die innere Zellmasse wurde danach mechanisch in einzelne
Zellen zerkleinert. Nach weiteren vier bis fünf Tagen erfolgte die erste Passage. Aus der Verpaarung
hervorgehende geborene Jungtiere sind männlich und homogen agouti-farben [182, 183].
3.10.1. Expansionsbedingungen
Gemäß Datenblatt des Herstellers [179] reicht eine Aktivität von 1000 U/ml LIF, um den Phäno-
typ embryonaler Mausstammzellen in Kultur zu erhalten. Die Aktivität ist dabei so definiert, dass
50 U/ml die Differenzierung von 50 % der Kolonien der murinen leukämischen Zelllinie M1 be-
wirkt. 103 U entsprechen ungefähr 10 ng Zytokin, sodass sich für die Kultivierung von mESC eine
Konzentration von 10 ng/ml LIF im Medium ergibt. Die R1 mESC wurden zur Expansion in DMEM
(#11960) mit 10 ng/ml LIF (ESG1107) und 15 % FBS (geeignet für ESC-Kultur) in gelatinebeschichte-
ten Flaschen kultiviert. Die komplette Mediumformulierung ist in Tabelle A.7 im Anhang beschrie-
ben. Das Medium wurde täglich gewechselt und die Zellen jeden zweiten Tag passagiert, um die
Bildung von größeren Aggregaten und damit ein Ausdifferenzieren zu vermeiden. (Die Aggregati-
on von ESC führt zu Reduktion Nanog und dadurch zur Differenzierung in endodermale Gewebe
[184]. Deshalb ist häufiges Passagieren der ESC notwendig.)
3.10.2. Analysen in vitro
Für die Untersuchung der LIF-Sensitivität wurden die R1 mESC der Passagen 19 bis 21 in die vor-
bereiteten Glasboden-Platten (siehe Kapitel 3.9.3) ausgesiedelt (15.000 Zellen/Well) und in Medium
mit 15 % Serumersatz kultiviert. Die Kulturmedien enthielten zusätzlich gelöstes LIF (sLIF) in Kon-
zentrationen von 0 bis 10 ng/ml. Nach einer Inkubationszeit von 12 h wurden die Zellen für die
Markierung von pSTAT3 fixiert.
Die Reaktion der R1 mESC auf verschiedene definierte Belegungsdichten wurde in Glasboden-
Wellplatten mit den Oberflächen PEMA und POMA jeweils mit und ohne PEG7-Spacer oder POMA-
Matrix untersucht. LIF wurde kovalent oder physisorptiv immobilisiert und die Platten mit NaN3-
Medium vorinkubiert (Kapitel 3.3 und 3.5). Belegungsdichten von 2, 8 und 75 ng/cm2 iLIF und
pLIF sowie Referenzen ohne LIF und mit 10 ng/ml sLIF wurden für die Zellkultur verwendet. Die
Wells enthielten nie gleichzeitig gelöstes und immobilisiertes LIF. Für die Experimente wurden die
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R1 mESC zu 10.000 Zellen/Well ausgesiedelt und für 72 h inkubiert. Das Medium mit 15 % Seru-
mersatz sowie mit oder ohne LIF wurde täglich gewechselt. Nach Ende der Inkubationszeit wurden
die Zellen für die Analysen von pSTAT3 und Oct4 fixiert.
Parallel zu den in vivo-Experimenten (Kapitel 3.10.3) wurde ein Teil der frisch aufgetauten R1 mE-
SC (10.000 Zellen/Well) der Passage 15 in POMA-modifizierten 96-Well PS-Platten mit 2, 8 und
75 ng/cm2 iLIF, 10 ng/ml sLIF bzw. ohne LIF auf POMA in Medium mit 15 % FBS (für ESC) kul-
tiviert. Nach drei Tagen wurden die Zellen auf pSTAT3, pERK und Oct4 analysiert. Dabei wurden
zwei Doppelfärbungen (pSTAT3 / Oct4 oder pERK / Oct4) durchgeführt.
3.10.3. Evaluierung des Stammzellpotentials in vivo
Für die Tiermodell-Studie wurden 6-Well-Platten nach der Methode in Kapitel 3.1.3 beschichtet und
anschließend ein Teil der Wells mit LIF für eine Belegungsdichte von 8 ng/cm2 kovalent immobili-
siert (Kapitel 3.5). Die restlichen POMA-Wells wurden unter PBS mit 2 mM NaN3 hydrolysiert. Nach
der Vorinkubation wurden die polymerbeschichteten Platten sowie Gewebezellkulturplatten als Re-
ferenz mit einer Gelatinematrix (0,2 mg/ml, 6 h bei 37◦C) beschichtet. Je Experiment wurden zwei
Wells pro Kondition verwendet. R1 mESC der Passage 15 wurden aufgetaut und in ESC-Medium
mit 15 % FBS (Tab. A.7) in die Wells ausgesiedelt (450.000 Zellen/Well). Die folgenden Konditionen
wurden für die in vivo-Studie präpariert:
• Polystyren-Zellkulturplatte mit Gelatine-Matrix und 10 ng/ml gelöstem LIF (TCPS + sLIF),
• POMS-modifizierte9 PS-Platte mit Gelatine-Matrix und 10 ng/ml gelöstem LIF (POMS + sLIF)
sowie
• POMA-modifizierte PS-Platte mit 8 ng/cm2 kovalent immobilisiertem LIF und Gelatine-Ma-
trix (POMA + iLIF).
Die Medien wurden täglich gewechselt. Jeden zweiten Tag wurden die Zellen passagiert (Subkulti-
vierung 1:4 bis 1:6) und in neue Platten gleicher Konditionen ausgesiedelt. Nach 6 bzw. 8 Passagen
in den Platten wurden die Zellen für die Aggregation geerntet. Die R1 mESC wurden mit PBS ge-
spült und 1 min mit Trypsin behandelt. Dabei lösten sich die Aggregate von der Unterlage, wurden
aber nicht in einzelne Zellen zerteilt.
Die kultivierten R1-Aggregate (ca. 8-11 Zellen) wurden mit Embryonen von CD-1 Mäusen ver-
schmolzen (diploide Aggregation). Diese Arbeit wurde am Samuel Lunenfeld Research Institu-
te, Mount Sinai Hospital Toronto nach der publizierten Methode des Labors von Andràs Nagy
[182, 185–187] durchgeführt und soll hier nur schematisch beschrieben werden. Die innere Zellmas-
se (Stammzellen) je eines 2,5 Tage alten Embryos wurde in einer Vertiefung einer Petrischale unter
speziellem Medium mit einem R1-Aggregat über Nacht im Brutschrank inkubiert. Dabei fusionier-
ten die beiden Zellaggregate bei gleichzeitigem Übergang ins Blastula-Stadium. Die Embryonen
9 POMS: hydrolysiertes POMA
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wurden anschließend in 2,5 Tage scheinschwangere Mäuse transferiert. Je Maus wurden ca. 8-10
Embryonen implantiert. Drei Wochen nach der Geburt wurden die Jungtiere fotografiert, um die
Beteiligung der in vitro kultivierten R1 mESC am Embryo zu dokumentieren.
3.11. Immunzytochemische Markierungen und folgende Analysen
3.11.1. Markierung der NIH3T3 und Einzelzell-Bildanalyse
Zu den 200 µl Kulturmedium wurden 22,5 µl 37 % Formaldehyd pipettiert (Endkonzentration
Formaldehyd ca. 3,7 %) gegeben, die Kammern 10 min bei 37◦C inkubiert und die Wells anschlie-
ßend dreimal mit PBS gespült. Nach Permeabilisierung mit 100 % Methanol (100 µl, 2 min, Raum-
temperatur), PBS-Spülen und Blockieren mit 50 µl 10 % Eselserum (ES) in PBS über Nacht bei 4◦C
wurden die Zellen mit 40 µl des primären Antikörpers anti-phospho-Stat3 (tyr705) (1:200 in 10 %
ES/PBS) über Nacht bei 4◦C inkubiert. Nach dem Spülen mit 0,5 % ES/PBS folgte die Kopplung des
sekundären Antikörpers AlexaFluor488 (40 µl/Well, 1:200 in 10 % ES/PBS, 1 h, Raumtemperatur,
dunkel). Die Proben wurden zur Markierung des Zellkerns 15 min dunkel mit 40 µl Lösung aus
0,5 mg/ml RNAse A und ToPro-3 (1:50 in 10 % ES/PBS) inkubiert, anschließend mit 0,5 % ES/PBS
und reinem PBS gespült, mit Mowiol 4-88 und Eukitt eingedeckelt und bis zur Analyse bei 4◦C
dunkel aufbewahrt. Die Fluoreszenz des markierten pSTAT3 im Zellkern wurde am Laserscanning
Zytometer (LSC2) analysiert. Die ToPro-3 Fluoreszenz diente als Maske für die Detektion des akti-
vierten STAT3. Für die Experimente zur Konzentrationsabhängigkeit von LIF (Kapitel 4.6) wurde
die Färbung von pSTAT3 und Analyse der NIH3T3 wie im Kapitel 3.11.2 durchgeführt. Die Zellker-
ne wurden mit ToPro-3 Iodid markiert und dienten als Maske für die STAT3-Fluoreszenz. Für jede
Einzelzelle aufgrund der Maskierung das Integral der Fluoreszenzintensität von pSTAT3 im Zell-
kern sowie die Fläche des Zellkerns detektiert. Für die Auswertung wurde pro Zelle die mittlere
Pixelintensität kalkuliert. Aus den Zellen eines Wells wurde der Median ermittelt. Aus den Me-
dianen der Wells gleicher Behandlungen aus allen Wiederholungen eines Experiments wurden die
Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet und auf die Proben ohne LIF normiert.
3.11.2. Markierung der R1 mESC und Einzelzell-Bildanalyse
Fixierung, Permeabilisierung und Blockierung mit 10 % FBS in PBS wurden unter den gleichen Be-
dingungen wie oben beschrieben durchgeführt. Statt Eselserum wurde in diesen Experimenten FBS
in den gleichen Konzentrationen verwendet. Für die Analysen wurden Doppelmarkierungen durch-
geführt. Die beiden primären Antikörper anti-phospho-Stat3 (tyr705) (9131, Cell Signaling Techno-
logy) und anti-Oct3 (Oct4) (611203, BD Bioscience Pharmingen) wurden über Nacht inkubiert (40 µl,
beide 1:200 in 10 % FBS/PBS, 4◦C). (Im Folgenden wird statt Oct3/4 nur die Bezeichnung Oct4
verwendet.) Nach dem Spülen mit 0,5 % FBS/PBS wurden die Proben mit 40 µl/Well sekundärer
Antikörperlösung (Verdünnung jeweils 1:200, A11034 für pSTAT3, A11030 für Oct4, Molecular Pro-
bes) und dem Kernfarbstoff Hoechst 33342 (0,1 µg/ml) in 10 % FBS/PBS 1 h bei Raumtemperatur
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dunkel inkubiert, erneut gespült und bis zur Detektion unter PBS bei 4◦C dunkel gelagert. In der
Doppelmarkierung mit pERK wurden der primäre Antikörper anti-phospho-P44/42 MAP kinase
(thr202/tyr204) (9101, Cell Signaling Technology) und der sekundäre Antikörper A11034 (Mole-
cular Probes) (beide jeweils 1:200 in 10 % FBS/PBS) verwendet. Die verschiedenen Fluoreszenzen
in den Zellkernen wurden mit einem automatischen Arrayscan Fluoreszenzmikroskop (Cellomics)
gemessen. Die Markierung mit Hoechst 33342 diente dabei als Maske für die anderen Fluoreszen-
zen.
3.12. Angaben zur statistischen Auswertung
Die statistischen Analysen wurden mit Hilfe des Programms OriginPro 8.0r auf der Grundlage von
zweiseitigen Tests durchgeführt. Die angewendeten statistischen Verfahren werden im Ergebnisteil
der jeweiligen Experimente aufgeführt.
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Nach theoretischen Überlegungen zur kovalenten LIF-Kopplung und der Beschreibung der Ober-
flächencharakteristiken der polymermodifizierten Trägermaterialien werden in diesem Kapitel die
Ergebnisse der Immobilisierung des Zytokins LIF dargestellt. Ausgehend von der Art der Immo-
bilisierung wird dann im Modellsystem NIH3T3 Fibroblasten die biologische Verfügbarkeit dieses
immobilisierten Proteins anhand der Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges untersucht. Nach-
folgend soll geklärt werden, ob das immobilisierte LIF allein die pluripotenten Eigenschaften der
embryonalen Mausstammzell-Linie R1 erhalten kann. Für die Analysen standen die Oberflächen
PEMA und POMA jeweils ohne (Schema siehe Abb. 4.1a Seite 45) und mit PEG7-Modifizierung
(Abb. 4.1b) zur Verfügung, an die LIF kovalent gekoppelt wurde. Zusätzlich wurde LIF physisorp-
tiv an Matrixkomponenten über hydrolysiertem POMA immobilisiert (Abb. 4.1c).
4.1. Voraussetzungen für die kovalente Immobilisierung von LIF
Unter neutralen bis leicht alkalischen Bedingungen reagieren rezyklierte Maleinsäureanhydrid-Co-
polymere spontan mit primären Aminen und etwas schwächer mit Alkoholen [131] und können
so die kovalente Anbindung von Proteinen vermitteln. Als Reaktionsmechanismus liegt der ko-
valenten Bindung der nucleophile Angriff einer Aminosäureseitenkette auf das elektrophile Carb-
onsäureanhydrid zugrunde. Die hydrolysierte Di-Carbonsäureform kann unter den verwendeten
Bedingungen nicht spontan reagieren [188]. Auch auf dem Protein sind nicht alle funktionellen
Gruppen für die spontane Reaktion mit dem Carbonsäureanhydrid geeignet. Die Carboxygruppen
der Asparagin- und Glutaminsäure sowie des C-Terminus sind nicht reaktiv genug [189]. Auch die
Thioethergruppe des Methionins reagiert unter den experimentellen Bedingungen nicht mit dem
Carbonsäureanhydrid. Tyrosin ist hydrophob, verbirgt seine Seitenkette vorwiegend im Inneren des
Proteins und steht in einer wässrigen Pufferlösung ebenfalls nicht für eine Reaktion zur Verfügung
[173].
Für einen nucleophilen Angriff auf das Carbonsäureanhydrid eignen sich Aminosäureseitenketten
mit nucleophilen Eigenschaften. Die angreifenden Gruppen müssen dafür ein freies Elektronenpaar,
eine negative Ladung oder beides besitzen [190]. Als reaktive Gruppen kommen demnach noch die
Hydroxygruppen des Serins und Threonins, die Thiolgruppe des Cysteins sowie Aminogruppen
von Histidin, Arginin und Lysin in Frage. LIF besitzt sechs Cysteine, die jeweils paarweise im Inne-
ren des Zytokins verknüpft sind [62] und die Tertiärstruktur stabilisieren. Für eine kovalente Immo-
bilisierung stehen sie demzufolge nicht zur Verfügung. Die Hydroxygruppe (Serin, Threonin) kann
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Abbildung 4.1.: Schematischer Aufbau (nicht maßstabgerecht) der Schichten über aminosilanisiertem Glas.
Die Immobilisierung von LIF erfolgte kovalent (iLIF) auf reinen MA-Copolymeroberflächen
(a) und auf PEG7-modifizierten MA-Copolymeren (b). Die physisorptive Anlagerung des
LIF (pLIF) erfolgte an Matrixkomponenten, die über POMS (hydrolysierte Form von POMA)
geschichtet wurden (c).
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das Carbonsäureanhydrid nucleophil angreifen, reagiert jedoch aufgrund des sehr hohen Elektrone-
gativitätswertes des Sauerstoffs langsam. Sollten Hydroxygruppen mit dem Carbonsäureanhydrid
reagieren, sind die entstehenden Ester instabiler als Amide [173]. Die Imidazolgruppe des Histidins
ist im Vergleich zur Hydroxygruppe des Serins reaktiver, da Stickstoff aufgrund der geringeren
Elektronegativität leichter Elektronen in eine Reaktion einbringt als Sauerstoff. Ein Stickstoff des
Histidins ist protoniert. Der unprotonierte Stickstoff ist ein potentes Nucleophil. In neutralen Lö-
sungen wird auch der zweite Stickstoff leicht protoniert und verliert dadurch seine nucleophilen
Eigenschaften [191]. Arginin enthält die stark basische Guanidinogruppe mit pKa = 12,5 der kon-
jugierten Säure [190, 192]. Die Seitengruppe ist über den gesamten physiologischen pH-Bereich für
Proteine (pH = 4 – 9 [173]) ionisiert und deshalb für die Reaktion nicht nucleophil genug. Nur ein
sehr geringer Teil der Guanidinogruppe ist bei neutralem pH-Wert nicht ionisiert und kann mit
entsprechenden Partnern reagieren [191].
Lysin besitzt eine endständige Aminogruppe an einer für Aminosäuren langen Seitenkette. Im phy-
siologischen Bereich ist die ε–Aminogruppe ionisiert. Die Seitenkette wird dadurch sehr polar und
präsentiert sich in die umgebende wässrige Phase [164, 191]. Bei Lysin ist ein Teil der Aminogruppen
bei physiologischen pH-Werten nicht ionisiert und besitzt nucleophile Eigenschaften [191]. Bei der
Reaktion mit dem Maleinsäureanhydrid bildet die Aminogruppe nach Auflösung der Ringstruk-
tur eine Amidbindung aus und bindet somit das Zytokin kovalent an den Träger. Die Möglich-
keit zur Reaktion eines Nucleophils wird auch durch sterische Effekte beeinflusst. Raumgreifende
Substituenten an den Reaktionspartnern erschweren die Bindung [190]. Lysin kann mit seiner klei-
nen nucleophilen Aminogruppe einfacher als die Guanidinogruppe des Arginins oder die Imida-
zolgruppe des Histidins den Sauerstoff im Ringsystem des Carbonsäureanhydrids angreifen. Auf-
grund der Häufigkeiten der Aminosäuren im Zytokin LIF (Lysin > Arginin > Histidin, siehe Tab.
2.5 Seite 27) und der Reaktionsmöglichkeiten der Seitenketten-Aminogruppen ist eine kovalente
Immobilisierung des Proteins über die Aminosäure Lysin am wahrscheinlichsten.
Der N-Terminus reagiert mit seiner freien α–Aminogruppe in ähnlicherer Weise wie die ε–Amino-
gruppe des Lysins [191]. LIF besitzt als N-terminale Aminosäure Serin [62]. In der Literatur wird der
N-terminale Abschnitt der Aminosäurekette als sehr flexibel [63] und in wässrigen Lösungen leicht
zugänglich beschrieben. Eine Bindung über den N-Terminus kann nicht ausgeschlossen werden,
spielt aber aufgrund der Häufigkeit eher eine untergeordnete Rolle. Bei der kovalenten Immobili-
sierung von Proteinen an Maleinsäureanhydride wird von Mosbach et al. [189], Goldstein et al. [193]
und Lang et al. [194] als hauptsächliche spontane Reaktion die der ε–Aminogruppe des Lysins an-
gegeben. Die kovalente Immobilisierung des LIF an den PEG-Spacer erfolgt über dessen aktivierte
Carboxygruppe. Aufgrund der Häufigkeit und der Präsenz der Aminosäuren an der Proteinober-
fläche, der Exposition der Aminosäureseitenketten in die wässrige Phase sowie der Flexibilität und
der sterischen Gegebenheiten der Seitenketten-Aminogruppen werden auch bei der Immobilisie-
rung des Zytokins LIF an PEG-Spacer überwiegend die ε–Aminogruppen des Lysins reagieren.
Bei der kovalenten Bindung der Lysin-Seitenketten spielt der pH-Wert der Proteinlösung eine wich-
tige Rolle. Bei den in dieser Arbeit beschriebenen Experimenten wurde PBS (pH = 7,4) für die
kovalente Immobilisierung von LIF an die MA-Copolymere verwendet. Bei diesem pH-Wert ist
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nur ein Teil der Aminogruppen nicht ionisiert. Mit steigendem pH nimmt die Zahl der nicht io-
nisierten Seitenketten [191] und damit die Reaktionsfähigkeit des LIF weiter zu. Da durch das
MA-Copolymer viele reaktive Carbonsäureanhydridgruppen zur Verfügung stehen, würde in al-
kalischen Lösungen die Anzahl der immobilisierten Lysinreste ebenfalls zunehmen. Eine Wechsel-
wirkung mit den Rezeptor-Untereinheiten kann dann aufgrund der geringeren Molekülflexibilität
eingeschränkt sein. Zusätzlich kann die Änderung des pH-Wertes schon vor der Immobilisierung
die Tertiärstruktur des Proteins beeinflussen und es in eine nicht native Konformation zwingen.
Ein in einer nicht nativen Struktur immobilisiertes Protein besitzt meist eine reduzierte biologi-
sche Aktivität [194]. Aus diesem Grund muss ein pH-Wert gewählt werden, der die Immobilisie-
rung des Zytokins so ermöglicht, dass nur einige Lysinreste kovalent gebunden werden und die für
die Rezeptor-Wechselwirkung erforderliche Tertiärstruktur während der Immobilisierung erhalten
bleibt.
4.2. Charakterisierung der Oberflächen
4.2.1. Schichtdickenbestimmung
Die Änderung der Schichtdicken im Verlauf der Polymerbeschichtung auf den Wafern wurden mit
Hilfe der Ellipsometrie verfolgt. In der Tabelle 4.1 sind die ermittelten Schichtdicken über Amino-
silan und die entsprechenden Referenzwerte aus der Literatur aufgeführt. Die Werte beinhalten bei
den Systemen mit PEG7 somit die die MA-Copolymer- und die PEG7-Schicht. Bei den getemperten
Oberflächen lagen die gemessenen Schichtdicken im unteren Nanometerbereich (ungefähr 3 - 6 nm).
Die PEG7-Systeme bildeten ungefähr 1 nm dickere Schichten über dem Aminosilan als die Oberflä-
chen ohne PEG7. Gleichzeitig zeigten die PEMA-Oberflächen mit bzw. ohne PEG7 um jeweils ca.
2 nm dickere Schichten als POMA mit bzw. ohne PEG7. Nach der Inkubation in PBS waren zwischen
den beiden Polymersystemen große Unterschiede feststellbar. Während sich die Schichtdicken der
POMA-Systeme nur minimal (um weniger als 1 nm) erhöhten, quollen die PEMA-Systeme auf un-
gefähr 75 nm. Das entsprach mehr als dem Zehnfachen der getemperten Oberflächen mit bzw. ohne
PEG7.
Die Referenzwerte für die Oberflächen mit PEG7 wurden aus der Summe der reinen MA-Copoly-
meroberflächen aus den Publikationen von Pompe et al. [39, 128] und dem in der Publikation von
Salchert et al. [148] ermittelten Schichtdickenzuwachs für PEG7 kalkuliert. Anzumerken dabei ist,
dass die angegebene Referenzschichtdicke für PEMA+PEG7 nur als Orientierung dienen soll, da
in der Publikation [148] der Schichtdickenzuwachs nur an dem sehr ähnlichen Poly(propylen-alt-
maleinsäureanhydrid) (PPMA1) bestimmt wurde.
1 PPMA enthält im Vergleich zu PEMA als Seitenkette eine Methylgruppe statt des Wasserstoffs.
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Tabelle 4.1.: Schichtdicken der verwendeten Oberflächen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardab-
weichungen aus jeweils 15 Dreifachbestimmungen. Referenzwerte nach Pompe et al. [39, 128]
und Salchert et al. [148]
Schichtdicke [nm]
Oberfläche PEMA PEMA+PEG7 POMA POMA+PEG7
Probe getempert 5,3 ± 0,3 6,1 ± 0,2 3,1 ± 0,2 4,3 ± 0,2
Probe hydrolysiert 75 ± 3 75 ± 3 4,0 ± 0,4 4,6 ± 0,2
Referenzwerte getempert 4,5 ± 0,5 7 ± 1 3,5 ± 0,5 4,4 ± 0,8
Referenzwerte hydrolysiert 130 ± 20 – 4 ± 1 –
4.2.2. Kontaktwinkel
Die für die Schichtdickenbestimmung verwendeten polymermodifizierten Wafer wurden anschlie-
ßend für die Kontaktwinkelmessung verwendet. Die Abbildung 4.2 zeigt die verschiedenen Kon-
taktwinkel auf getemperten und hydrolysierten MA-Oberflächen.
Die im Histogramm dargestellten Kontaktwinkel unterschieden sich je nach Oberflächenmodifika-
tion und Rezyklierungszustand. Die statischen Kontaktwinkel getemperter Oberflächen variierten
von Θ = 101,8 ± 0,3◦ (POMA) über Θ = 84,2 ± 0,2◦ (POMA+PEG7) und Θ = 66,1 ± 0,3◦ (PEMA)
bis zu Θ = 11,1 ± 0,1◦ (PEMA+PEG7). Die zusätzliche Kopplung von PEG7 führte zur Reduzierung
des Kontaktwinkels auf POMA um 18◦ und auf PEMA um 55◦. Hydrolysierte Oberflächen zeigten
im Vergleich zu getemperten Proben unterschiedliches Verhalten. Während die Kontaktwinkel auf
PEMA+PEG7 nahezu unverändert (4◦ kleiner) und auf POMA sowie POMA+PEG7 (um 16◦ bzw.
12◦) leicht reduziert waren, ergab sich eine starke Reduzierung um 61◦ für hydrolysiertes PEMA.
Hydrolysierte PEMA-Oberflächen zeigten somit ähnliche Kontaktwinkel wie Oberflächen mit PE-
MA+PEG7. Die fortschreitenden Kontaktwinkel waren für alle Oberflächen etwas größer, die mess-
baren rückziehenden Kontaktwinkel auf POMA und getempertem POMA+PEG7 waren deutlich
kleiner als die statischen Kontaktwinkel. Rückziehende Kontaktwinkel konnten auf stark hydrophi-
len Proben nicht gemessen werden, da sich die Messlösung (Wasser) darauf sehr weit ausbreitete
und die Aufnahme des Messvolumens zum Abriss des Tropfens von der Dosiernadel führte.
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Abbildung 4.2.: Kontaktwinkel der verschiedenen Oberflächenkonditionen. Rückziehende Kontaktwinkel
konnten auf stark hydrophilen Proben nicht gemessen werden.
4.3. Stabilität der Immobilisierung und Quantifizierung des gebundenen
LIF
4.3.1. Zeitliche Stabilität der LIF-Immobilisierung
Die Menge des immobilisierten LIF an den verschiedenen Oberflächen wurde mit Hilfe von 125I-
markiertem LIF analysiert. Nach der Inkubation mit verschieden konzentrierten Zytokinlösungen
wurden die Zerfallsereignisse des 125I nach der Immobilisierung und nach weiteren ein, drei und
sechs Tagen unter Zellkulturmedium gemessen. Die Kalkulation der LIF-Belegungsdichte erfolgte
mit Hilfe der mitgeführten Referenzdeckgläser definierter gelabelter LIF-Mengen. Die Abbildun-
gen 4.3 und 4.4 zeigen die Stabilität der LIF-Immobilisierung auf den analysierten fünf Oberflächen
bei verschiedenen Immobilisierungskonzentrationen über einen Zeitraum von sechs Tagen Inku-
bationsdauer. Alle Oberflächen zeigten direkt nach der Immobilisierung bei Konzentrationen ab
1 µg/ml LIF größere Mengen an immobilisiertem LIF als nach einigen Tagen Mediuminkubation.
Bei den meisten analysierten Proben stellte sich im Laufe der Inkubation eine konstante Belegungs-
dichte von LIF ein.
Für die folgenden Experimente war eine Vorinkubation in Zellkulturmedium über einen ausgewähl-
ten Zeitraum zur Einstellung definierter Belegungsdichten notwendig. Zur Analyse der Bindungs-
stabilität des Zytokins an den MA-Copolymeren unter Zellkulturmedium wurden die kalkulierten
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(a) (b)
(c) (d)
Abbildung 4.3.: Belegungsdichten von LIF auf den Oberflächen (a) POMA, (b) POMA+PEG7, (c) PEMA und
(d) PEMA+PEG7 während der Inkubation in Zellkulturmedium.
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Abbildung 4.4.: Belegungsdichten von LIF auf der Oberfläche POMA-Matrix während der Inkubation in
Zellkulturmedium.
Belegungsdichten der verschiedenen Inkubationsdauern mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzana-
lyse (ANOVA) und anschließendem Tukey-Test für jede Oberfläche und Konzentration beurteilt
und in Tabelle A.10 im Anhang Seite 129 zusammengestellt. Als Bedingungen für die Bewertung
der Stabilität wurden folgende Kriterien beurteilt:
• Stabilität ab Tag 3: kein signifikanter Unterschied beim Vergleich von Tag 6 und Tag 3 (T6–T3),
• Stabilität ab Tag 1: keine signifikanten Unterschiede beim Vergleich von Tag 6 und Tag 3 (T6–
T3), Tag 6 und Tag 1 (T6–T1) sowie Tag 1 und Tag 3 (T1–T3),
• Stabilität ab Tag 0: keine signifikanten Unterschiede bei allen Vergleichen.
Insgesamt wurden 23 Konditionen untersucht. Bei 74 % der Proben konnte unabhängig von den
Oberflächeneigenschaften nach spätestens drei Tagen keine Änderung der Belegungsdichte mehr
festgestellt werden. 61 % der Konditionen waren bereits stabil ab Tag 1. Auf PEMA wurde bei 5 und
10 µg/ml LIF auch nach 6 Tagen noch eine Reduzierung der Belegungsdichte festgestellt. Auf beiden
Oberflächen mit PEG7 wurde nur bei der höchsten Immobilisierungskonzentration von 10 µg/ml
noch ungebundenes LIF ins Medium abgegeben. Bei POMA-Matrix zeigte sich bereits bei 2,5 µg/ml
LIF anhaltende Zytokinfreisetzung auch nach langer Inkubationsdauer. Aufgrund der Stabilität der
Immobilisierung nach drei Tagen unter Zellkulturmedium beim Großteil der Konditionen wurde
für spätere Experimente eine Vorinkubationszeit von drei Tagen gewählt.
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4.3.2. Quantifizierung der Immobilisierung von LIF an den Oberflächen
Im folgenden Kapitel sollen die verschiedenen Oberflächen in Bezug auf ihre Eigenschaften zur Im-
mobilisierung vom LIF analysiert werden. Das Histogram in Abbildung 4.5a zeigt die Belegungs-
dichten des LIF direkt nach der Immobilisierung und nach drei Tagen Mediuminkubation. Dabei im-
mobilisierte an reinen MA-Copolymeroberflächen mehr LIF als an den jeweils PEG7-modifizierten
Proben. Gleichzeitig zeigte sich die Tendenz von höheren Belegungsdichten auf PEMA (mit bzw.
ohne PEG7) als auf POMA (mit bzw. ohne PEG7).
Die Oberfläche PEMA zeigte bei 0,25 und 1 µg/ml LIF geringere Belegungsdichten als erwartet.
Die durchgeführte zweifaktorielle Varianzanalyse mit anschließendem Tukey-Test bestätigte am
Tag 3 signifikante Unterschiede der Belegungsdichten des immobilisierten LIF (Signifikanzniveau
p < 0,05) sowohl zwischen den verwendeten Immobilisierungskonzentrationen als auch zwischen
den meisten Oberflächen. Statistisch nicht signifikant waren lediglich die Werte der Oberfläche
POMA-Matrix im Vergleich zu PEMA mit und ohne PEG7 bei 0,25 und 2,5 µg/ml sowie zu PO-
MA+PEG7 bei 0,25 µg/ml.
Zur direkten Vergleichbarkeit der Zugänglichkeit und der biofunktionalen Kopplung von LIF auf
den verschiedenen Oberflächen müssen gleiche Belegungsdichten für alle MA-Copolymere einge-
stellt werden. In den späteren Zellexperimenten dienen die definierten Belegungsdichten zusätzlich
zur Kontrolle der Zytokindosis im direkten Vergleich mit gelöstem LIF. Die am Tag 3 detektierten
Belegungsdichten wurden in Abhängigkeit von der Immobilisierungskonzentration analysiert. Die
Abbildung 4.5b stellt die zugehörigen Funktionsverläufe für die verschiedenen MA-Copolymere
dar. Die Oberflächen PEMA und PEMA+PEG7 zeigten lineare Abhängigkeiten der detektierten Be-
legungsdichten von den eingesetzten Immobilisierungskonzentrationen, die im betrachteten Be-
reich keine Sättigung der Oberflächen mit LIF erkennen ließen. Für die Präparationen mit PO-
MA+PEG7 und POMA wurden jeweils Funktionen ermittelt, die auf eine Sättigung der Oberfläche
mit LIF hindeuteten. Die Parameter für die Anpassungsfunktionen (Tab. A.11) sowie die Funkti-
onsgleichungen (Gleichungen (A.1) und (A.2)) befinden sich im Anhang auf Seite 130. Die ermittel-
ten Immobilisierungskonzentrationen für LIF auf verschiedenen Oberflächen (Tab. 4.2) wurden in
den folgenden Experimenten verwendet, um nach drei Tagen Vorinkubation mit Zellkulturmedium
ähnliche Belegungsdichten einzustellen.
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(a)
(b)
Abbildung 4.5.: Belegungsdichten von immobilisiertem LIF: (a) Vergleich der Belegungsdichten direkt nach
der Immobilisierung (Tag 0) und nach drei Tagen Mediuminkubation sowie (b) Belegungs-
dichten von LIF am Tag 3 in Abhängigkeit von der eingesetzten Immobilisierungskonzen-
tration.
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Tabelle 4.2.: Immobilisierungskonzentrationen von LIF zur Einstellung definierter Belegungsdichten auf
verschieden modifizierten MA-Copolymerträgern. Dargestellt sind die gerundeten Mittelwer-
te ±Maximalfehler.
ng/cm2 Immobilisierungskonzentrationen LIF [µg/ml]
iLIF PEMA PEMA+PEG7 POMA POMA+PEG7 POMA-Matrix
2 0,060 ± 0,003 0,102 ± 0,003 0,045 ± 0,006 0,11 ± 0,06 0,084 ± 0,001
5 0,150 ± 0,006 0,256 ± 0,007 0,11 ± 0,01 0,3 ± 0,2 0,209 ± 0,003
6 0,181 ± 0,008 0,308 ± 0,009 0,14 ± 0,02 0,3 ± 0,2 0,252 ± 0,004
8 0,24 ± 0,01 0,41 ± 0,01 0,18 ± 0,02 0,4 ± 0,3 0,334 ± 0,005
75 2,3 ± 0,1 3,8 ± 0,1 2,2 ± 0,3 9 ± 10 3,14 ± 0,04
4.4. Antikörperzugänglichkeit des LIF auf verschiedenen Oberflächen
Die Zugänglichkeit des immobilisierten LIF für Antikörper wurde mit Hilfe einer ELISA-ähnlichen
Methode analysiert. Diese Methode wurde auch von Kapur und Shoichet [174] zur Quantifizierung
des an Scaffolds immobilisierten NGF verwendet. Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Re-
aktion des immobilisierten Zytokins oder Wachstumsfaktors mit spezifischen Antikörpern wie bei
der Immunfluoreszenzfärbung. Statt des fluoreszierenden Konjugats wird jedoch ein Enzymkon-
jugat wie bei einem herkömmlichen ELISA verwendet, das nachfolgend ein chromogenes Substrat
umsetzt. Die Quantifizierung erfolgt durch die Messung der optischen Dichte der Substratlösung.
Nach der Optimierung der Antikörperkonzentrationen für die Bindung und die Detektion des Zy-
tokins LIF wurde aus drei unabhängigen Experimenten eine Standardkurve etabliert (siehe Kapitel
3.7). Bei optimalen Antikörper- und LIF-Konzentrationen für die Standardwerte binden ca. 90 %
des eingesetzten Proteins an den in der Platte immobilisierten einfangenden Antikörper2. Diese
Abschätzung ist notwendig, da die eigentlichen zu messenden Proben nicht über den einfangen-
den Antikörper an den zu analysierenden MA-Copolymeroberflächen immobilisiert wurden. Die
detektierten optischen Dichten aus der Standardkurve repräsentierten demzufolge 90 % des ein-
gesetzten Proteins. Zusätzlich wurden die korrigierten Standards als Belegungsdichten in ng/cm2
kalkuliert (Gleichung (A.4) im Anhang Seite 131). Die ermittelte korrigierte Standardkurve und die
zugehörige Geradengleichung sind im Anhang in Abbildung A.1 auf Seite 131 dargestellt. Die op-
tischen Dichten zeigten in Abhängigkeit von der LIF-Konzentration lineares Verhalten bis zu einer
Belegungsdichte von 9,5 ng/cm2.
2 Aussage gemäß R&D Systems, Hersteller der verwendeten Antikörper
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4.4.1. Zugänglichkeit des immobilisierten LIF
Das Histogramm der Abbildung 4.6a zeigt die mit Hilfe der immunochemischen Kopplung des
Antikörpers ermittelten Belegungsdichten von immobilisiertem LIF. Bei der Analyse wurden bei
höheren Immobilisierungskonzentrationen (2,5 µg/ml LIF) größere Belegungsdichten LIF an der
Oberfläche festgestellt, die auf PEMA mit und ohne PEG7 etwas höher waren als auf POMA und
POMA+PEG7. Bei der geringeren Immobilisierungskonzentration 0,25 µg/ml LIF ergaben sich zwi-
schen PEMA, PEMA+PEG7 und POMA keine Unterschiede, während POMA+PEG7 etwas höhere
Belegungsdichten aufwies. Für physisorptiv immobilisiertes LIF an POMA-Matrix wurden bei bei-
den Immobilisierungskonzentrationen die höchsten Belegungsdichten ermittelt. Die Daten wurden
einer zweifaktoriellen Varianzanalyse mit anschließendem Tukey-Test unterzogen. Die detektier-
ten LIF-Dichten auf den Oberflächen unterschieden sich zwischen den beiden Immobilisierungs-
konzentration signifikant (p < 0,01) voneinander. Der Vergleich der einzelnen Oberflächenbeschich-
tungen untereinander ergab zwischen PEMA, PEMA+PEG7 und POMA+PEG7 keine signifikanten
Unterschiede, während auf POMA geringere und auf POMA-Matrix höhere Belegungsdichten de-
tektiert wurden (p < 0,05).
Insgesamt waren die mit Hilfe des Antikörpers ermittelten Belegungsdichten geringer als die aus
den Isotopenexperimenten (Abb. 4.5a Seite 53) und unterschieden sich bei 2,5 µg/ml stärker als bei
0,25 µg/ml LIF von der Detektion mit Isotopenmarkierung. Zur weiteren Analyse der verschiede-
nen Oberflächen wurden die antikörperdetektierten Belegungsdichten als relative Anteile der Ge-
samtimmobilisierung (Radioisotopenexperimente siehe Abb. 4.5 Seite 53) kalkuliert. Die Abbildung
4.6b zeigt das zugehörige Histogramm. Die Immobilisierung von LIF aus einer Konzentration von
0,25 µg/ml führte zu Belegungsdichten im linearen Bereich der Standardkurve. Die relativen An-
teile des mit Antikörpern detektierbaren LIF erreichten auf den Oberflächen PEMA, POMA+PEG7
und POMA-Matrix näherungsweise 80 % und auf PEMA+PEG7 ca. 40 %. Auf der reinen POMA-
Beschichtung konnten dagegen nur 20 % des immobilisierten LIF mit dem Antikörper detektiert
werden. Deutlich geringere relative Werte ergaben sich bei der Immobilisierung aus 2,5 µg/ml LIF
(ca. 20 % für PEMA+PEG7, POMA+PEG7 und POMA-Matrix, 15 % für PEMA und 10 % für PO-
MA).
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(a)
(b)
Abbildung 4.6.: (a) Detektion des immobilisierten LIF an verschiedenen Oberflächen durch Antikörper in
Abhängigkeit von der Immobilisierungskonzentration; (b) Anteil des mit Antikörpern de-
tektierbaren LIF im Vergleich zur Detektion mit Jod-markiertem LIF.
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4.4.2. Detektion definierter LIF-Belegungsdichten mit Antikörpern
In den späteren Zellkulturexperimenten sollen definierte Belegungsdichten unabhängig von der
Oberflächencharakteristik eingesetzt werden. Zusätzlich wird in diesen Experimenten eine Kolla-
gen-Fibronektin-Matrix zur besseren Vermittlung der Adhäsion der Zellen auf die mit kovalentem
LIF (iLIF) beschichteten Oberflächen aufgebracht. Die folgenden Analysen sollen klären, ob definier-
te Belegungsdichten einstellbar sind und ob eine zusätzliche Matrix-Deposition die Zugänglichkeit
des Antikörpers zu LIF behindert. Die Oberflächen wurden gemäß Kapitel 3.5 und 3.7 präpariert.
Die Abbildung 4.7 zeigt die mit dem Antikörper detektierten Belegungsdichten in (a) ohne und in
(b) mit zusätzlicher Matrix. Obwohl die gewünschten definierten Belegungsdichten bei der Detekti-
on mit dem Antikörper nur teilweise nachgewiesen werden konnten, zeigten sich meist gute lineare
Abhängigkeiten. Zur Beurteilung des Einflusses einer zusätzlichen Matrix-Deposition über kovalent
gebundenem LIF auf die Detektion mit Antikörpern wurden die dargestellten Werte zweifaktoriel-
len Varianzanalysen unterworfen. Die Belegungsdichten von LIF waren bezüglich der gewünschten
LIF-Konzentration und der eingesetzten Oberflächen sowohl ohne als auch mit zusätzlicher Matrix-
überschichtung signifikant (p < 0,05) voneinander verschieden. In einer weiteren Analyse wurden
die mit dem Antikörper detektierten Belegungsdichten von iLIF ohne (Abb. 4.7a) und mit zusätzli-
cher Matrix-Schicht (Abb. 4.7b) für alle Konzentrationen einer MA-Beschichtung verglichen. In allen
vier Fällen war der Unterschied der Oberflächen nach Matrixüberschichtung im Vergleich zu den
Proben ohne Matrix statistisch nicht signifikant.
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(a)
(b)
Abbildung 4.7.: Antikörperdetektierbare definierte Belegungsdichten nach drei Tagen Mediuminkubation (a)
ohne und (b) mit zusätzlicher Matrix-Deposition auf kovalent gebundenem LIF.
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4.5. Homogenität der LIF-Anbindung
Die bisherigen Analysen lieferten keine Aussage zur Verteilung des immobilisierten LIF auf den
Oberflächen. Zur Beurteilung der Homogenität der Zytokin-Beschichtung wurden definierte Bele-
gungsdichten immobilisiert und nach drei Tagen Vorinkubation durch einen fluoreszenzmarkierten
Antikörper detektiert. Repräsentative Fluoreszenzbilder von 8 ng/cm2 LIF auf den verschiedenen
Polymeroberflächen sind in Abbildung 4.8 dargestellt. In Abbildung A.2 (Seite 132) befinden sich
die Bilder der Beschichtung mit 2 ng/cm2 LIF und der unspezifische Antikörperbindung an Ober-
flächen ohne LIF.
(a) (b)
(c) (d) (e)
Abbildung 4.8.: Fluoreszenzmarkierung von 8 ng/cm2 LIF auf den Oberflächen (a) PEMA; (b) PEMA+PEG7;
(c) POMA; (d) POMA+PEG7 und (e) POMA-Matrix zum Nachweis der Homogenität der
Beschichtung. Seitenlänge der Bilder 125 µm.
Die Fluoreszenzbilder der Proben mit 8 ng/cm2 LIF zeigten bei allen Oberflächen mit kovalenter
Immobilisierung homogene Beschichtungen mit teilweise unterschiedlichen Fluoreszenzintensitä-
ten:
POMA < PEMA ≈ POMA+PEG7 < PEMA+PEG7.
PEMA+PEG7 zeigte im Vergleich zu PEMA sehr hohe Intensitäten. Bei der Betrachtung des Refe-
renzwertes ohne LIF-Immobilisierung (Abb. A.2g Seite 132) wurde eine hohe unspezifische Hinter-
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grundfärbung auf PEMA+PEG7 festgestellt. Mit Berücksichtigung der unspezifischen Fluoreszenz
in der Negativkontrolle würde sich für PEMA+PEG7 eine geringere spezifische Fluoreszenzinten-
sität ergeben. Die Immobilisierung von 2 ng/cm2 LIF führte in Abhängigkeit von der Oberfläche
zu jeweils geringeren Fluoreszenzintensitäten als bei den Proben gleicher Oberflächenmodifikation
mit 8 ng/cm2 LIF. Im Vergleich zur kovalenten Immobilisierung konnten auf den POMA-Matrix-
Oberflächen häufig strukturierte Bereiche festgestellt werden. Auch bei der geringen Belegungs-
dichte war die Beschichtung mit kovalent immobilisiertem LIF (iLIF) homogen, während sich auf
POMA-Matrix (pLIF) inhomogene Bereiche zeigten.
4.6. Analysen zur Konzentrationsabhängigkeit und Autosekretion
In den Experimenten mit kovalenter LIF-Kopplung soll später betrachtet werden, ob die Zellen auf
verschiedene Oberflächenkonzenrationen LIF reagieren. Die Abbildung 4.9 zeigt die Abhängigkeit
der STAT3-Aktivierung von der LIF-Konzentration nach 12 Stunden Inkubation von R1 mESC und
NIH3T3 Fibroblasten.
Abbildung 4.9.: STAT3-Aktivierung bei embryonalen Mausstammzellen R1 und NIH3T3 Fibroblasten in Ab-
hängigkeit der von eingesetzten Konzentration nach 12 Stunden Inkubation mit gelöstem
LIF. Dargestellt sind die auf die Referenz ohne LIF normierten Mittelwerte und Standardfeh-
ler aus zwei Experimenten in Dreifachbestimmung. Analysiert wurden jeweils mindestens
10.000 Zellen pro Well.
60
4.6. Analysen zur Konzentrationsabhängigkeit und Autosekretion
Abbildung 4.10.: Autokrine Freisetzung von LIF durch NIH3T3 Fibroblasten nach Inkubationsdauern bis zu
3 Tagen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der LIF-Konzentra-
tion im Kulturmedium aus zwei Messungen mit Doppelbestimmung. Die Zellzahlen stam-
men aus den selben Proben wie die auf LIF analysierten Kulturmedien.
Der Verlauf des Graphen für die Stammzellen zeigte in der halblogarithmischen Darstellung eine
näherungsweise lineare Abhängigkeit von der LIF-Konzentration im Medium. Bereits bei Konzen-
trationen von wenigen Pikogramm reagierten die R1 mESC mit der Aktivierung von STAT3 nach
Stimulation mit LIF. Im Vergleich dazu zeigten die NIH3T3 Fibroblasten eine spätere und schwä-
chere Aktivierung von STAT3 ab 60 pg/ml LIF. Fibroblasten werden oft als Feederlayer bei der
Kultivierung von embryonalen Stammzellen eingesetzt, da sie LIF sezernieren [38]. Für die Experi-
mente mit NIH3T3 ist es demzufolge wichtig abzuschätzen, wieviel LIF von den Zellen sezerniert
wird. Dafür wurden 100.000 Zellen ausgesiedelt und bis zu drei Tage in 2 ml LIF-freiem Medium
kultiviert. Anschließend wurden die LIF-Konzentrationen der Medien mit einem kommerziellen
ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) bestimmt und die Zellen gezählt. Die Abbildung 4.10
zeigt die LIF-Konzentration im Medium sowie die Änderung der Zellzahl. Die nach drei Tagen
Zellkultur sezernierte Menge an LIF führte zu Konzentrationen von weniger als 20 pg/ml. Dabei
erhöhte sich die LIF-Konzentration linear. Im gleichen Zeitraum stieg die Zellzahl exponentiell an.
In den Experimenten zur Aktivierung von STAT3 wurden NIH3T3 bis zu 12 Stunden mit oder auf
LIF inkubiert. Als Abschätzung des maximal sezernierten LIF wurde der Messwert der eintägigen
Inkubationsdauer verwendet. Für die späteren Aktivierungsexperimente wurden 20.000 Zellen pro
Well ausgesiedelt und in 200 µl Medium kultiviert. Die abgeschätzte LIF-Konzentration im Medium
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der Aktivierungsexperimente mit immobilisiertem LIF betrug ungefähr 9 pg/ml 3.
4.7. Reaktion von NIH3T3 Fibroblasten auf gelöstes und immobilisiertes
LIF
4.7.1. Reaktion der NIH3T3 auf definierte Belegungsdichten
Die normierten Fluoreszenzintensitäten von aktiviertem STAT3 im Zellkern von NIH3T3 Fibroblas-
ten nach 12 Stunden Stimulation mit 2, 8 und 75 ng/cm2 LIF auf den fünf Oberflächen sind in der
Abbildung 4.11 dargestellt.
Abbildung 4.11.: STAT3-Aktivierung bei NIH3T3 Fibroblasten nach 12 Stunden Inkubation mit immobilisier-
tem oder gelöstem LIF. Dargestellt sind die auf die Referenz ohne LIF normierten Mittelwer-
te und Standardfehler aus zwei Experimenten in Doppelbestimmung. Analysiert wurden
jeweils mindestens 10.000 Zellen. Signifikante Unterschiede auf dem Niveau p < 0,05 sind
mit ∗markiert.
3 100.000 Zellen sezernierten innerhalb eines Tages ca. 9 pg LIF (Messwert 4,5 pg/ml, 2 ml Medium). Die für die Akti-
vierungsexperimente ausgesiedelten 20.000 Zellen sezernierten somit ca. 1,8 pg LIF. Dies entsprach bei einem Medi-
umvolumen von 200 µl pro Well einer Konzentration von ca. 9 pg/ml LIF.
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Für die meisten Konditionen konnten keine wesentlichen Unterschiede der STAT3-Aktivierung im
Vergleich zu den Kontrollen ohne LIF festgestellt werden. Allerdings tendierten mit gelöstem LIF
stimulierte Zellen zu etwas stärkeren Aktivierungen von STAT3 im Vergleich zur Stimulation durch
iLIF oder ohne Zytokin. Auf POMA+PEG7 wurde bei allen Konzentrationen mindestens eine leich-
te Erhöhung der Fluoreszenz festgestellt. Die zweifaktorielle Varianzanalyse mit nachfolgendem
Tukey-Test bestätigte signifikant stärkere Aktivierungen von STAT3 auf POMA+PEG7 bei 10 ng/ml
sLIF und 75 ng/cm2 iLIF. Signifikante Unterschiede zwischen diesen beiden Konditionen wurden
nicht festgestellt.
4.7.2. STAT3-Aktivierungsprofil der NIH3T3 durch gelöstes LIF
Bisher wurde die Aktivierung von STAT3 nach 12 Stunden Inkubation analysiert. Die Zellen ad-
härierten selbständig innerhalb der ersten Stunden an den Oberflächen mit immobilisiertem LIF.
Für die Anpassung an veränderte Umgebungsbedingungen in vivo und in vitro ist eine schnelle
Erkennung von extrazellulären Signalen für die Zellen vorteilhaft. Ob NIH3T3 auch zu früheren
Zeitpunkten auf die Stimulation mit LIF reagieren, soll im folgenden Abschnitt untersucht werden.
Die Zellen adhärierten über Nacht, bevor sie mit gelöstem LIF für Zeiträume von fünf Minuten bis
12 Stunden inkubiert wurden. Nach der Markierung der Proben mit Antikörpern erfolgte die De-
tektion von aktiviertem STAT3 (pSTAT3) im Zellkern. Als Referenz diente eine Probe ohne LIF. Die
auf die Referenzprobe ohne LIF normierten Fluoreszenzintensitäten sind in der Abbildung 4.12 im
zeitlichen Verlauf dargestellt.
Das Diagramm zeigt ausgehend von der Referenz ohne LIF innerhalb der ersten Minuten einen star-
ken Anstieg. Bereits nach 30 Minuten sank der Anteil von aktiviertem STAT3 im Zellkern, um nach
einer Stunde annähernd den Wert der unstimulierten Probe (bzw. den Ausgangswert) zu erreichen.
Im folgenden Abschnitt von bis zu vier Stunden sank der Anteil von pSTAT3 und stieg anschließend
auf einen gegenüber der unstimulierten Referenz leicht erhöhten Wert an. Die ermittelten normier-
ten Fluoreszenzintensitäten wurden der einfaktoriellen Varianzanalyse mit anschließendem Tukey-
Test unterzogen. Auf dem Niveau p < 0,05 (überwiegend p < 0,01) waren die normierten Fluores-
zenzintensitäten nach 10 und 15 Minuten signifikant gegenüber allen anderen Zeitpunkten erhöht,
jedoch nicht untereinander verschieden. Die Varianzanalyse ohne die Werte nach 10 und 15 Minu-
ten verdeutlichte die Unterschiede zwischen den restlichen Zeitpunkten (Tab. 4.3). Dabei zeigte sich,
dass die STAT3-Aktivierungen nach 5 Minuten, 30 Minuten, 8 und 12 Stunden gegenüber der unsti-
mulierten Probe signifikant erhöht waren. Der Anteil von phosphoryliertem STAT3 im Zellkern der
Proben nach 12 Stunden war gegenüber den Zeitpunkten 1 h, 2 h und 4 h sowie der unstimulierten
Referenz erhöht. Die Proben nach 2 h und 4 h ergaben signifikant geringere Fluoreszenzintensitäten
als alle anderen Zeitpunkte mit Stimulation durch LIF.
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Abbildung 4.12.: STAT3-Aktivierung durch gelöstes LIF bei NIH3T3 Fibroblasten auf matrixbeschichteten
reinen Glasoberflächen in Abhängigkeit von der Inkubationsdauer. Dargestellt sind die auf
die Referenz ohne LIF normierten Mittelwerte und Standardfehler aus zwei Proben. Analy-
siert wurden jeweils mindestens 10.000 Zellen.
Tabelle 4.3.: Signifikanzen der normierten Fluoreszenzintensitäten im Zellkern nach STAT3-Aktivierung
durch gelöstes LIF. Nach einfaktorieller Varianzanalyse mit anschließendem Tukey-Test ergaben
sich signifikante Unterschiede (∗ (p < 0,05) bzw. ∗∗ (p < 0,01)).
Stimulationsdauer
0 min 5 min 30 min 1 h 2 h 4 h 6 h 8 h
5 min ∗ –
30 min ∗∗ –
1 h ∗ –
2 h ∗∗ ∗∗ ∗∗ –
4 h ∗∗ ∗∗ ∗ –
6 h ∗∗ ∗∗ –
8 h ∗ ∗∗ ∗∗ –
12 h ∗∗ ∗ ∗∗ ∗∗
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4.7.3. STAT3-Aktivierungsprofil der NIH3T3 durch immobilisiertes LIF
Im anschließenden Abschnitt soll untersucht werden, wie auf den Polymeroberflächen immobili-
siertes LIF das Aktivierungsprofil beeinflusst. Die NIH3T3 wurden wie im Kapitel 3.9 beschrieben
auf die fünf verschiedenen Oberflächen ausgesiedelt. Um einen sofortigen Kontakt der Zellen mit
dem Zytokin zu gewährleisten, wurden die Fibroblasten 5 Minuten an die Oberflächen zentrifu-
giert. Auch die Zellen der Referenzen mit 10 ng/ml sLIF und ohne LIF wurden anzentrifugiert.
Anschließend wurden die Proben 5 Minuten bis 12 Stunden inkubiert, nachfolgend gefärbt und
analysiert. Pro Experimentdurchgang konnten maximal drei Oberflächen parallel untersucht wer-
den. Die Proben mit PEG7 bildeten dabei einen Experimentansatz. Oberflächen ohne PEG7 wurden
in einem zweiten Ansatz analysiert. Die Abbildungen 4.13 und 4.14 zeigen die Aktivierungspro-
file von NIH3T3 Fibroblasten nach Stimulation mit 6 ng/cm2 iLIF oder pLIF und 10 ng/ml sLIF.
Die Belegungsdichte 6 ng/cm2 und die Lösungskonzentration 10 ng/ml entsprechen beide einer
Konzentration von 2 ng LIF pro Well und gewährleisten somit die direkte Vergleichbarkeit der Kur-
venverläufe eines Experiments der jeweiligen Oberfläche.
Die Zellen aller fünf Oberflächen zeigten innerhalb der ersten Minuten einen starken Anstieg der
pSTAT3-Fluoreszenz im Zellkern, die sich nach ungefähr einer Stunde annähernd auf den Aus-
gangswert reduzierte. Die höheren Fluoreszenzintensitäten nach 5 Minuten erwiesen sich im Ver-
gleich zu den anderen betrachteten Zeitpunkten bei den verschiedenen Oberflächen und Immobi-
lisierungsformen (sLIF, iLIF, pLIF) als statistisch signifikant auf dem Niveau p < 0,05 (einfaktoriel-
le Varianzanalyse, Tukey-Test). Die Diagramme der Oberflächen POMA+PEG7 (Abbildung 4.13b)
und PEMA+PEG7 (Abb. 4.13d) zeigten anschließend eine gegenüber der unstimulierten Referenz
leicht erhöhte Fluoreszenzintensität ab ca. 6 Stunden Inkubation. Ein deutlicher Anstieg der STAT3-
Aktivierung nach der Herabregulierung konnte bei den Proben PEMA, POMA und POMA-Matrix
nicht festgestellt werden. Die Graphen für die Oberflächen POMA und PEMA zeigten ähnliche
normierte Fluoreszenzintensitäten wie die PEG7-Proben. POMA-Matrix zeigte etwas höhere Fluo-
reszenzintensitäten in den ersten Minuten im Vergleich zu den anderen Oberflächen. Innerhalb der
Fehlerkalkulation ergaben sich jedoch keine großen Unterschiede zu den Oberflächen mit kovalent
immobilisiertem LIF (iLIF). Die Verläufe der Aktivierungsprofile unterschieden sich zwischen ge-
löstem und kovalent immobilisiertem LIF auf den jeweils gleichen Oberflächen nicht wesentlich. Bis
auf eine signifikant (p < 0,05, t-Test) höhere Fluoreszenz der Proben mit sLIF im Vergleich zu iLIF in
den ersten Minuten nach Stimulationsbeginn unterschieden sich die Graphen zwischen den Proben
nur leicht. Die Experimentwiederholung ergab bei Proben mit PEG7 im Vergleich zur ersten Durch-
führung bei kurzen Inkubationszeiten minimal stärkere Fluoreszenzintensitäten und bei längeren
Stimulationen einen geringeren Anstieg der STAT3-Aktivierung. Die Stimulation der Zellen auf den
Oberflächen PEMA, POMA und POMA-Matrix ergaben tendenziell geringere Intensitätswerte. Die
Charakteristiken der Aktivierungsprofile zeigten jedoch keine starken Unterschiede und bestägig-
ten die qualitativen Ergebnisse. Bei allen Oberflächen erhöhte sich durch Stimulation mit LIF die
pSTAT3-Fluoreszenz im Zellkern innerhalb weniger Minuten, um anschließend wieder abzusinken.
Gelöstes LIF führte dabei auch im zweiten Experimentansatz bei allen Oberflächen zu einer etwas
stärkeren Akkumulation von pSTAT3 im Zellkern innerhalb der ersten Minuten.
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(a) (b)
(c) (d)
Abbildung 4.13.: STAT3-Aktivierung bei NIH3T3 durch LIF in immobilisierter (iLIF) bzw. gelöster (sLIF)
Form auf den Oberflächen (a) POMA, (b) POMA+PEG7, (c) PEMA und (d) PEMA+PEG7.
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Abbildung 4.14.: STAT3-Aktivierung bei NIH3T3 durch LIF in physisorptiv immobilisierter (pLIF) bzw. ge-
löster (sLIF) Form auf der Oberfläche POMA-Matrix. Dargestellt sind die auf die Referenz
nach 12 Stunden Inkubation ohne LIF normierten Werte und Standardfehler der einzelnen
Konditionen. Analysiert wurden mindestens je 1.000 Zellen.
4.8. Stammzellpotential der R1 mESC nach Kultivierung mit
immobilisiertem LIF
4.8.1. Reaktion der R1 mESC auf immobilisiertes LIF
Das folgende Kapitel beschäftigt sich mit dem Einfluss des immobilisierten Zytokins LIF auf em-
bryonale Mausstammzellen (mESC) der Linie R1. Dafür wurden die Aktivierungen der Signal-
wegproteine STAT3 und ERK1/2 untersucht und der Erhalt des Stammzellcharakters anhand des
Transkriptionsfaktors Oct4 analysiert. Die mESC erhielten während der Kultivierung (siehe Kapitel
3.10.2) entweder 2, 8 oder 75 ng/cm2 iLIF bzw. pLIF, gelöstes LIF (10 ng/ml sLIF) oder kein LIF.
Die Färbung für die Analyse der Aktivierung der Signalwegproteine und des Transkriptionsfaktors
Oct4 erfolgte wie in Kapitel 3.11.2 dargelegt. Die Fluoreszenzintensitäten wurden aus mindestens
drei unabhängigen Experimenten mit ähnlichen Resultaten ermittelt. Je Well wurden 3.000-10.000
Zellen analysiert und die mittlere Pixelintensität pro Zelle4 bestimmt. Aus den Medianen der mittle-
ren Pixelintensitäten aller Zellen eines Well wurden für die Darstellung Mittelwert und Standardab-
weichung bestimmt. Obwohl die Experimente für alle fünf Oberflächen gestartet wurden, konnten
4 Mittlere Pixelintensität = Integral der pSTAT3 Fluoreszenzintensität / Fläche des Zellkerns in Pixeln
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Abbildung 4.15.: Aktivierung von STAT3 bei R1 mESC durch an POMA mit und ohne PEG7-Spacer kovalent
immobilisiertes LIF nach 72 Stunden Inkubation. Dargestellt sind die auf die Referenzen
ohne LIF normierten Fluoreszenzintensitäten und Standardfehler der Mittelwerte. Als Ver-
gleich dienten Proben mit 10 ng/ml sLIF. Die zweifaktorielle Varianzanalyse mit anschlie-
ßendem Tukey-Test ergab signifikante Unterschiede der Proben ohne LIF im Vergleich zu 8
und 75 ng/cm2 iLIF sowie zu 10 ng/ml sLIF (p < 0,01, n = 4).
nicht alle Konditionen ausgewertet werden. Die Platten der PEMA-Oberflächen mit und ohne PEG7
wurden im Laufe der Vorinkubation nach LIF-Immobilisierung undicht. Der geklebte polymermo-
difizierte Glasboden löste sich vom Polystyrengerüst. Als Ursachen dafür lagen die Instabilität des
Plattenklebers bei den Temperbedingungen sowie das starke Quellen der PEMA-Schichten unter
Pufferlösung nahe.
Aktivierung von Signalwegproteinen
Zunächst wurde die Aktivierung von STAT3 durch iLIF auf POMA mit und ohne PEG7-Spacer
betrachtet. Aus den Experimenten zur Antikörperzugänglichkeit des iLIF (siehe Kapitel 4.4.1) war
bekannt, dass die Einführung des Spacers den Anteil des detektierbaren immobilisierten Zytokins
erhöhte. Als Fragestellung ergab sich daraus, zu ermitteln ob in den mESC auf POMA+PEG7 eine
stärkere Aktivierung des STAT3 stattfand.
In der Abbildung 4.15 wurden die Fluoreszenzintensitäten von pSTAT3 auf die Referenz ohne LIF
normiert dargestellt. Anhand der Werte zeigte sich mit zunehmender Belegungsdichte von iLIF
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Abbildung 4.16.: Normierte Fluoreszenzintensitäten von pERK und pSTAT3 sowie deren Verhältnis zueinan-
der (pERK/pSTAT3) bei R1 mESC nach 72 Stunden Inkubation mit gelöstem oder kovalent
immobilisiertem LIF. Dargestellt sind die auf die Referenz ohne LIF Mittelwerte der nor-
mierten Fluoreszenzintensitäten sowie die jeweiligen Verhältnisse und die Standardfehler.
ein Anstieg der normierten Fluoreszenzintensitäten. Für beide Oberflächencharakteristiken konn-
ten konzentrationsabhängige Aktivierungen von STAT3 festgestellt werden. Die Immobilisierung
von 2 ng/cm2 iLIF führte zu geringen Aktivierungen nahe des Grundlevels ohne Zytokinstimula-
tion. Im Gegensatz dazu konnten mit 8 und 75 ng/cm2 iLIF teilweise Aktivierungen wie durch ge-
löstes LIF erreicht werden. Diese Aussagen wurden durch eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit
anschließendem Tukey-Test bestätigt. Die Aktivierung von STAT3 war durch die Immobilisierung
von 8 oder 75 ng/cm2 LIF oder durch die Inkubation mit gelöstem LIF deutlich erhöht (p < 0,05). Un-
terschiede zwischen diesen Konzentrationen oder zwischen den beiden Oberflächen wurden nicht
ermittelt. Die Einführung eines Spacers erhöhte die Phosphorylierung von STAT3 und demnach die
Zugänglichkeit des iLIF unter der Matrixbeschichtung nicht wesentlich.
Wie bereits beschrieben wurde, kann LIF auch die Aktivierung von ERK1/2 einleiten. Für die Ana-
lyse der ERK-Aktivierung wurde in einem weiteren Experimentansatz parallel zu pSTAT3 die Akti-
vierung von ERK1/2 auf der Oberfläche POMA untersucht. Die Fluoreszenzintensitäten für pERK
nach drei Tagen Stimulation sind in Abbildung 4.16 dargestellt. Auch für ERK1/2 konnte eine kon-
zentrationsabhängige Aktivierung durch iLIF festgestellt werden. Wie bei pSTAT3 rief die höchste
immobilisierte Belegungsdichte ähnliche Aktivierung wie gelöstes LIF hervor. Beim Vergleich der
ERK-Aktivierung (einfaktorielle Varianzanalyse mit Tukey-Test, p < 0,05) ergaben sich in den meis-
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ten Fällen signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen LIF-Konzentrationen. Die Akti-
vierungen durch gelöstes LIF und 75 ng/cm2 iLIF waren von allen anderen Konditionen, nicht
aber untereinander verschieden. 8 ng/cm2 iLIF und die Referenz ohne LIF waren jeweils zu allen
verschieden außer zu 2 ng/cm2 iLIF. Durch den Vergleich der normierten Fluoreszenzintensitäten
wurde ermittelt, ob die unterschiedliche Präsentation von LIF die beiden Signalwege beeinflusst.
Die Abbildung 4.16 zeigt neben den Aktivierungen von STAT3 und ERK1/2 das Verhältnis der bei-
den aktivierten Signalproteine zueinander nach Stimulation mit gelöstem oder kovalent immobili-
siertem LIF 5 sowie ohne Zytokin. Die normierten Fluoreszenzintensitäten von pSTAT3 oder pERK
unterschieden sich zwischen zwischen 10 ng/ml sLIF und 75 ng/cm2 iLIF nicht voneinander. Bei
geringeren Belegungsdichten zeigten sich die bereits oben beschriebenen dosisabhängigen Aktivie-
rungen der Signalwegproteine. Im Vergleich zu pSTAT3 aktivierten die R1 mESC ERK1/2 in der
Tendenz geringfügig stärker. Dieser Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant. Das Ver-
hältnis von pERK zu pSTAT3 (Quotient Q der normierten Fluoreszenzintensitäten pERK : pSTAT3)
ergab für beide Darbietungsformen von LIF ähnliche Quotienten Q (Q = 0,9 ± 0,4 bis Q = 1,2 ± 0,4
für iLIF und Q = 1,2± 0,5 für sLIF). Gleichzeitig konnte kein Unterschied der Verhältnisse zwischen
stimulierten Proben und unstimulierter Referenz (Q = 1,0 ± 0,4) festgestellt werden.
Bestimmung des Stammzellcharakters der kultivierten mESC in vitro
Die Charakterisierung des Stammzellpotentials der kultivierten mESC wurde anhand des Tran-
skriptionsfaktors Oct4 eingeschätzt. Abbildung 4.17a zeigt die normierten Fluoreszenzen von Oct4
im Zellkern von R1 mESC nach drei Tagen Inkubation mit und ohne LIF auf der Oberfläche PO-
MA. Wie auch bei der Aktivierung der Signalwegproteine war auch bei Oct4 mit steigender LIF-
Konzentration ein Anstieg der Fluoreszenzen erkennbar. Die höchste immobilisierte Konzentrati-
on bewirkte nahezu identische mittlere Fluoreszenzintensitäten wie die Referenzprobe mit gelös-
tem LIF. Die einfaktorielle Varianzanalyse mit anschließendem Tukey-Test ergab keine signifikan-
te Unterschiede zwischen sLIF, 8 und 75 ng/cm2 iLIF sowie von 2 ng/cm2 zu 8 ng/cm2 und zur
Referenz ohne LIF. Alle anderen Probenkombinationen waren zueinander signifikant verschieden
(p < 0,05).
Der Anteil Oct4-negativer Zellen wurde in der vorliegenden Arbeit durch die Anpassung zweier
überlappender Gauß-Kurven an die Häufigkeitsverteilung der logarithmierten Oct4 Fluoreszenzin-
tensitäten ermittelt. Zur Bestimmung des Anteils der Oct4-negativen Zellen an der Gesamtzellzahl
wurde eine Grenze so gewählt, dass 95 % der weniger fluoreszierenden Zellen (gemäß Kurvenan-
passung) in dem als Oct4-negativen Bereich bezeichneten Abschnitt enthalten waren. Für die ein-
zelnen Konditionen wurden die Experimente jeweils als 4-fach-Bestimmungen durchgeführt. Die
Abbildung 4.17b zeigt den Prozentsatz der Oct4-positiven R1 mESC (Differenz des Anteils Oct4-
negativer Zellen zu 100 %) nach drei Tagen Inkubation. LIF wurde kovalent an POMA (iLIF) und
physisorptiv an POMA-Matrix (pLIF) gekoppelt.
5 Die etwas höheren relativen Fluoreszenzen von pSTAT3 im Vergleich zu Abbildung 4.15 wurde auf die niedrigere Pas-
sagenzahl der R1 mESC und den Einsatz von FBS statt Serumersatz zurückgeführt. Zudem wurde eine neue Charge
LIF mit möglicherweise höherer Aktivität verwendet.
70
4.8. Stammzellpotential der R1 mESC nach Kultivierung mit immobilisiertem LIF
(a)
(b)
Abbildung 4.17.: (a) Normierte Fluoreszenzintensitäten von Oct4 bei R1 mESC nach 72 h Inkubation mit iLIF
auf POMA. (b) Anteil der Oct4-positiven R1 mESC nach 72 h Inkubation mit iLIF (POMA)
und pLIF (POMA-Matrix). (n = 4, Mittelwert ± Standardabweichung)
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Die Zellen der Referenzproben mit sLIF zeigten auf beiden Oberflächen ca. 95 % Oct4-positive Zel-
len. Im Gegensatz dazu lagen die Anteile bei unstimulierten mESC jeweils nur bei ungefähr der
Hälfte. Eine Immobilisierung von 2 ng/cm2 LIF erhöhte den Anteil der Oct4-positiven Zellen im
Vergleich zu den unstimulierten Referenz nicht. Bei 8 und 75 ng/cm2 waren deutliche Unterschiede
zwischen den beiden Immobilisierungsformen erkennbar. Bei kovalent gebundenem LIF auf PO-
MA konnte ein dosisabhängiger Anstieg beobachtet werden, während bei physisorptiv veranker-
tem LIF auf POMA-Matrix keine Erhöhung des Anteils Oct4-positiver Zellen zu erkennen war. Die
einfaktoriellen Varianzanalysen mit nachfolgenden Tukey-Tests (p < 0,05) für beide Oberflächen
ergaben auf POMA-Matrix signifikant erhöhte Fluoreszenzen für sLIF gegenüber den anderen Kon-
ditionen, während sich die Proben ohne LIF und mit pLIF nicht unterschieden. Auf POMA waren
jeweils sLIF und 75 ng/cm2 iLIF gegenüber 2 ng/cm2 iLIF und der Referenz ohne LIF signifikant
erhöht. Mit Hilfe des t-Tests wurden paarweise die einzelnen LIF-Konzentrationen für beide Ober-
flächen verglichen. Auf POMA (kovalent immobilisiertes LIF) wurden bei den Belegungsdichten 8
und 75 ng/cm2 LIF signifikant (p < 0,05 bzw. p < 0,01) mehr Oct4-positive Zellen festgestellt als auf
POMA-Matrix (physisorptiv assoziiertes LIF). Dabei erhöhte sich auf POMA der Anteil der pluri-
potenten mESC bei 75 ng/cm2 iLIF auf bis zu ca. 82 % der Gesamtzellzahl und erreichte damit fast
den gleichen Wert wie bei den Proben mit sLIF.
4.8.2. Analyse der pluripotenten Eigenschaften der R1 mESC in vivo
Durch die Experimente im Mausmodell sollte bestimmt werden, ob immobilisiertes LIF allein in der
Lage ist, die Pluripotenz der mESC zu erhalten. Dafür wurden die R1 mESC auf POMA-beschichtete
6-Well-Zellkulturplatten mit 8 ng/cm2 iLIF über 6 bis 8 Passagen kultiviert. Als Referenzen dienten
unbeschichtete und POMS6-beschichtete Kulturplatten jeweils mit Matrixbeschichtung und sLIF
(10 ng/ml). Nach der letzten Subkultivierung wurden die Zellaggregate mit den Mausembryonen
fusioniert und anschließend implantiert. Eine detailliertere Beschreibung dazu enthält das Metho-
denkapitel 3.10.3. Die Abbildung 4.18 verdeutlicht schematisch den Ablauf der Studie. Die Forma-
tion von Chimären wurde an 3 Wochen alten Jungtieren ermittelt.
Für die Fusion mit den in vitro kultivierten embryonalen Aggregaten wurden Embryonen des Maus-
stammes CD-1 verwendet. Diese Mäuse zeigen phänotypisch ein weißes Fell und rote Augen. Indi-
viduen aus R1 mESC besitzen schwarze Augen und ein agouti-farbenes (grau-braunes) Fell. Wenn
Zellen aus den R1-Aggregaten an der Bildung funktionsfähiger Embryonen beteiligt sind, sollten
diese Chimären später die Beteiligung der R1 mESC an allen drei Keimblättern aufweisen. Die
sichtbarsten Merkmale dabei sind Augen- und Fellfarbe. Falls nur Zellen des CD-1 Phänotyps an
der Bildung des Embryos beteiligt sind, werden weiße Mäuse mit roten Augen geboren. Bilden die
R1 mESC allein einen Embryo hat das daraus entstehende Jungtier schwarze Augen und agouti-
farbenes Fell. Bei der Formation von Chimären sollte sich bei der Beteiligung der R1 an der Bildung
des Embryos ein weiß-agouti-geschecktes Fell und dunklere Augen (je nach Anteil der R1 mESC in
6 POMS: hydrolysiertes POMA
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Abbildung 4.18.: (a) Phänotypeigenschaften der Mäuse nach [182, 183, 195] und Gewinnung der R1 mESC;
(b) Schematischer Ablauf der Kultivierung der R1 mESC in vitro und der anschließenden
Studie in vivo.
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der jeweiligen Keimschicht) ergeben. Die Abbildung 4.19 zeigt repräsentative Individuen in Abhän-
gigkeit von der Kultivierungsart der R1 mESC. Bei allen Kultivierungsvarianten konnten bei einigen
Jungmäusen gescheckte Felle und dunklere Augen festgestellt werden.
Die Tabelle 4.4 ordnet die Ergebnisse der in vivo-Studie den verschiedenen Kulturbedingungen zu.
Die Ergebnisse zeigten, dass der Anteil der Chimären an den geborenen Jungtieren meist im Bereich
zwischen 20 und 25 % lag. Dabei konnte kein Unterschied zwischen den beiden Kultivierungs-
zeiträumen festgestellt werden. Der Vergleich zwischen den Kultivierungen der Zellen auf nicht
modifizierten und POMS-beschichteten Zellkulturgefäßen in Anwesenheit von gelöstem LIF zeig-
te ebenfalls keine Unterschiede. Die kovalente Anbindung von LIF an POMA-Oberflächen ergab
nach 8 Passagen 22 % Chimären. Nach 6 Passagen wurden nach Kultivierung der R1 mESC mit iLIF
Abbildung 4.19.: Repräsentative Jungtiere (Alter 3 Wochen) aus fusionierten Blastozysten. Die R1 mESC wur-
den kultiviert unter den folgenden Bedingungen: (a) Zellkulturplatten mit Gelatine-Matrix
und gelöstem LIF (10 ng/ml), (b) POMS mit Gelatine-Matrix und gelöstem LIF (10 ng/ml)
und (c) POMA mit kovalent immobilisiertem LIF (8 ng/cm2) und Gelatine-Matrix.
Tabelle 4.4.: Zusammenstellung der Ergebnisse der in vivo-Experimente am Tiermodell Maus nach der Ag-
gregation von in vitro kultivierten R1 mESC. Alle Oberflächen wurden zur besseren Vermittlung
der Zelladhärenz mit Gelatine beschichtet. TCPS: Polystyren-Zellkulturplatte, POMS: hydroly-
siertes POMA, sLIF: 10 ng/ml gelöstes LIF, iLIF: 8 ng/cm2 kovalent gebundenes LIF
6 Passagen 8 Passagen
TCPS POMS POMA TCPS POMS POMA
+ sLIF + sLIF + iLIF + sLIF + sLIF + iLIF
Abbildung 4.19 (a) (b) (c)
Transferierte Aggregate 84 68 81 64 73 68
Trächtigkeiten 84 34 60 64 73 68
geborene Jungtiere 15 12 8 40 14 27
davon Chimären 3 3 1 8 3 6
Anteil der Chimären an al-
len geborenen Jungtieren
20,0 % 25,0 % 12,5 % 20,0 % 21,4 % 22,2 %
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etwas weniger Jungtiere geboren, was auch zu einer geringeren Anzahl von Chimären führte. Als
Reduzierung der Chimärenformation wurde dies jedoch nicht gewertet, da bereits bei der Geburt
eines Jungtieres mehr, das chimäre Eigenschaften besäße, der Anteil der Chimären von 12 auf 22 %
steigen würde. Eine wesentliche Änderung der Häufigkeit der Formation von Chimären durch den
Einfluss von Oberflächencharakteristik oder der Darbietungsform des Zytokins LIF wurde somit
nicht beobachtet.
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5. Diskussion
5.1. Eigenschaften der Oberflächen ohne und mit LIF-Immobilisierung
5.1.1. Charakterisierung der verschiedenen MA-Oberflächen
Die ermittelten Schichtdicken von POMA- und getemperten PEMA-Systemen (Tab. 4.1 Seite 48)
lagen im Bereich weniger Nanometer und zeigten im Vergleich mit den Literaturwerten sehr gu-
te Übereinstimmungen. Die starke Schichtdickenzunahme von PEMA mit und ohne PEG7 nach
der Hydrolyse unter PBS kann auf das Quellverhalten von PEMA zurückgeführt und durch die
Struktur der Polymerseitenketten begründet werden. Im Vergleich zu PEMA mit einzelnen Wasser-
stoffatomen als Seitenketten besitzt POMA lange Alkylseitenketten (–(CH2)15–CH3), die die Quel-
leigenschaften wesentlich beeinflussen. Da diese Alkylketten nicht wasserlöslich sind, können die
mit POMA modifizierten Oberflächen im Gegensatz zu PEMA nicht stark quellen [128]. Auch in
der Publikation von Pompe et al. [128] wurde nach der Inkubation in PBS eine starke Zunahme der
Schichtdicke von PEMA, aber nicht auf POMA festgestellt. Die Immobilisierung des PEG7-Spacers
erhöhte die Schichtdicke um durchschnittlich 1 nm. Aufgrund der größeren Standardabweichun-
gen bei hydrolysierten PEMA-Oberflächen lag dieser Zuwachs dort innerhalb der Fehlergrenzen
und konnte daher nicht aufgelöst werden.
Zwischen den einzelnen Polymermodifizierungen (Abb. 4.2 Seite 49) ergaben sich Unterschiede
bei der Kontaktwinkelanalyse. POMA-Systeme zeigten deutlich größere Kontaktwinkel als PEMA-
Systeme. Diese Unterschiede erklären sich durch die Längen der Polymerseitenketten. Je länger die
Alkylseitenkette ist, um so hydrophobere Eigenschaften besitzt das Polymer [131]. Der statische
Kontaktwinkel von getempertem PEMA lag mit Θ = 66,1± 0,3◦ etwas höher als in der Referenz von
Pompe et al. [39] (Zusammenstellung der Literaturwerte siehe Tabelle 5.1). Den Grundcharakter als
hydrophile Schicht veränderte das jedoch nicht. Fortschreitende Kontaktwinkel waren aufgrund der
Neubenetzung der trockenen Oberfläche beim Zupipettieren des Messvolumens erwartungsgemäß
größer als die statischen Kontaktwinkel. POMA zeigte in getempertem Zustand hydrophobes Ver-
halten mit Kontaktwinkeln um 102◦ (statisch) bzw. 105◦ (fortschreitend). Die Messwerte korrelier-
ten dabei sehr gut mit den Literaturwerten. Rückziehende Kontaktwinkel konnten nur für POMA-
Systeme bestimmt werden. Diese rückziehenden Kontaktwinkel (30 – 55◦) waren in allen betrachte-
ten Fällen deutlich kleiner als die zugehörenden fortschreitenden Kontaktwinkel (92 – 105◦). Solche
Kontaktwinkelhysteresen wurden für POMA-Oberflächen auch in der Publikation von Uhlmann et
al. [196] beobachtet. An stark hydrophilen Oberflächen konnten in dieser Publikation [196] wie auch
in der vorliegenden Arbeit keine rückziehenden Kontaktwinkel bestimmt werden.
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Tabelle 5.1.: Vergleichswerte für die Kontaktwinkel verschieden modifizierter MA-Copolymeroberflächen
nach Pompe et al. [39], Uhlmann et al. [196] und Schmidt et al. [131] sowie von PEG (Heitzmann
et al. [197]). PEOA: α-Methoxypoly(ethylen oxid)-1000-ω-propyl-2-amin
Oberfläche Referenz Kontaktwinkel Θ [◦]
statisch fortschreitend rückziehend
PEMA getempert [39] 57 ± 3◦
POMA getempert [39] 100 ± 3◦
[131] 106 ± 3◦ 57 ± 3◦
[196] 108 ± 2◦ 55 ± 2◦
POMA hydrolysiert [196] 98 ± 7◦ 41 ± 1◦
POMA+PEOA getempert [131] 99 ± 3◦ 60 ± 3◦
POMA+PEOA hydrolysiert [131] 88 ± 3◦ 37 ± 3◦
PEG [197] 33,0 ± 0,5◦ 14 ± 2◦
Alle untersuchten Oberflächen zeigten in hydrolysiertem Zustand kleinere Kontaktwinkel als nach
dem Tempern. Diese Beobachtung wurde durch die Publikation von Uhlmann et al. [196] gestützt.
Die hydrolysierten Proben enthielten an Stelle des Carbonsäureanhydrids die hydrophileren Säu-
regruppen. Mit steigender Zahl hydrolysierter Anhydridgruppen sank erwartungsgemäß auch der
Kontaktwinkel. Hydrolysiertes PEMA zeigte stark hydrophile Eigenschaften, die durch die Existenz
der kleinen Seitenkette und durch die Säuregruppen hervorgerufen wurden. Obwohl auch hydro-
lysiertes POMA Säuregruppen an Stelle des Carbonsäureanhydrids besitzt, zeigte es aufgrund der
langen Alkylseitenkette Kontaktwinkel im Übergangsbereich von hydrophil zu hydrophob. Da PO-
MA unter wässriger Lösung wegen der langen Alkylseitenkette nur ein sehr geringes Quellungs-
vermögen besitzt, konnten nur Carbonsäureanhydride in der obersten Polymerschicht hydrolysiert
werden. Tiefer liegende Anhydridgruppen wurden durch die Alkylkette vom wässrigen Milieu ab-
geschirmt und waren somit nicht für die Hydrolyse durch Wassermoleküle zugänglich. Deshalb
reduzierte sich der Kontaktwinkel im Vergleich zu hydrolysiertem PEMA auf hydrolysiertem PO-
MA nur wenig.
Die zusätzliche Beschichtung mit PEG7 reduzierte die Kontaktwinkel ebenfalls. Reine Polyethylen-
glykol (PEG)-Oberflächen wurden von Heitzmann et al. [197] als (stark) hydrophil mit fortschrei-
tenden Kontaktwinkeln um 33◦ beschrieben. Durch die zusätzliche Kopplung von PEG7 an PE-
MA entstanden stark hydrophile Oberflächen mit Kontaktwinkeln unter 15◦, während die Kopp-
lung von PEG7 an POMA zu einer Oberfläche im Übergangsbereich von hydrophil zu hydrophob
führte. Die Unterschiede der Kontaktwinkel zwischen PEMA+PEG7 und POMA+PEG7 kann durch
den Einfluss der Seitenkette der MA-Copolymere und dem daraus resultierenden unterschiedlichen
Quellungsverhalten während der Immobilisierung des Spacers erklärt werden. Durch die Quellung
konnten bei PEMA mehr Carbonsäureanhydridgruppen in der wässrigen Immobilisierungslösung
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mit dem Spacer reagieren als beim nicht gequollenen POMA, auf dem nur die oberste Schicht mit
PEG7 eine Verbindung eingehen konnte. Auch die hydrophobe Alkylseitenkette beeinflusste wei-
terhin die Benetzbarkeit der Oberfläche POMA+PEG7 und führte nur zur geringen Reduzierung
der Kontaktwinkel nach PEG7-Modifizierung. Schmidt et al. [131] analysierten in ihrer Publikati-
on neben Kontaktwinkeln auf reinem POMA auch an POMA gekoppeltes α-Methoxypoly(ethylen
oxid)-1000-ω-propyl-2-amin (PEOA). PEOA besitzt mit einer nahezu endständigen Aminogruppe
und sich wiederholenden Ethylenglycol-Einheiten eine ähnliche Struktur wie das in dieser Arbeit
verwendete PEG7. Durch Beschichtung mit PEOA reduzierte sich der fortschreitende Kontaktwin-
kel bei getemperten oder hydrolysierten Proben im Vergleich zu POMA. Die Kontaktwinkel auf
POMA+PEG7 zeigten somit ein ähnliches Verhalten wie es in der Literatur beschrieben wurde.
5.1.2. Einfluss der Polymerbeschichtungen auf die LIF-Immobilisierung
Die Analyse der zeitlichen Stabilität der LIF-Immobilisierung auf den fünf Oberflächen bei Inkubati-
on in proteinhaltigem Zellkulturmedium ergab, dass alle Oberflächen mit Immobilisierungskonzen-
trationen ab 1 µg/ml LIF direkt nach der Immobilisierung größere Belegungsdichten besaßen als im
weiteren Inkubationsverlauf bis zu 6 Tagen (Abb. 4.4 und 4.3 Seiten 51 und 50). Ein sinkender Ver-
lauf der Belegungsdichte über die ersten Tage der Mediuminkubation spiegelte erwartungsgemäß
die Verdrängung des nicht gebundenen LIF durch die Proteine des Serumersatzes wider. Bei den
meisten analysierten Proben stellte sich im Laufe der Inkubation eine konstante Belegungsdichte
von LIF ein. Eine Verdrängung des Zytokins durch Proteine des Zellkulturmediums mit Serumer-
satzlösung nach kovalenter Kopplung fand nach mehr als drei Tagen nur bei hohen Immobilisie-
rungskonzentrationen statt (PEMA: 5 und 10 µg/ml, PEMA+PEG7 und POMA+PEG7: 10 µg/ml).
Aufgrund der hydrophilen Eigenschaften war bei diesen Oberflächen die Verdrängung nicht gebun-
dener Zytokinmoleküle, die nicht durch die ersten Spülgänge nach der Immobilisierung entfernt
wurden, leicht möglich. Hydrophobes POMA interagiert mit dem Zytokin neben der kovalenten
Immobilisierung zusätzlich beispielsweise über hydrophobe Wechselwirkungen, die eine Desorp-
tion von nicht kovalent gebundenem LIF erschweren und so ein Ablösen des Zytokins bei hohen
Immobilisierungskonzentrationen auch nach wenigen Spülgängen verhindern. Bei POMA-Matrix
wurde das LIF an die Kollagen-Fibronektin-Matrix über einer hydrolysierten POMS-Schicht nur
physisorptiv immobilisiert. Das Zytokin bettet sich während der Immobilisierung in die Matrix ein
und kann durch andere Proteine wieder daraus verdrängt werden. Wie stark die Wechselwirkungen
zwischen LIF und den Matrixkomponenten sind, kann nicht genau beurteilt werden, da bisher kein
Mechanismus bekannt ist, wie in vivo immobilisiertes LIF an die Komponenten der extrazellulären
Matrix bindet. Aufgrund der Stabilität der Immobilisierung nach drei Tagen unter Zellkulturmedi-
um in 74 % der untersuchten Konditionen wurde für spätere Experimente eine Vorinkubationszeit
von drei Tagen als ausreichend betrachtet.
Die Analyse der LIF-Belegungsdichten direkt nach der Immobilisierung und nach drei Tagen Me-
diuminkubation (Abb. 4.5a Seite 53) ergab bei Immobilisierungskonzentrationen bei 2,5 µg/ml LIF
ähnliche und ab 5 µg/ml höhere Werte auf PEMA als auf POMA. Dies konnte auf die Oberflächenei-
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genschaften der MA-Copolymere zurückgeführt werden. PEMA besitzt im Vergleich zu POMA eine
höhere Carbonsäureanhydriddichte (PEMA: 5,6·1014/cm2, POMA: 9·1013/cm2 [128]). In rezyklier-
tem Zustand stehen auf PEMA für die kovalente Bindung von Aminen wesentlich mehr reaktive
Gruppen zur Verfügung. Gleichzeitig hydrolysiert PEMA jedoch schneller als das hydrophobere
POMA [128]. Sobald die wässrige Immobilisierungslösung mit den Carbonsäureanhydriden von
PEMA in Kontakt kommt, beginnen diese bereits innerhalb weniger Minuten in die Di-Säureform
zu hydrolysieren. Bereits nach drei Minuten unter Hydrolyse enthält PEMA dann nur noch knapp
43 % der Carbonsäureanhydridreste im Vergleich zur getemperten Probe [128]. Durch die starke
Quellung von PEMA in wässriger Lösung können auch verdeckte Carbonsäureanhydridgruppen
schnell hydrolysiert werden. Bei der kovalenten Immobilisierung von Aminogruppen (z.B. der Ly-
sinreste an LIF) spielen somit die für die Hydrolyse notwendige Zeit und die Aminogruppenkon-
zentration in der Lösung eine wesentliche Rolle. Für eine effektive Immobilisierung müssen dem-
zufolge viele Aminogruppen innerhalb der ersten Minuten das Carbonsäureanhydrid nucleophil
angreifen können.
Bei geringen LIF-Konzentrationen stehen insgesamt nur wenige Lysine für die kovalente Immobi-
lisierung zur Verfügung. Gleichzeitig ist der Gradient von gelöstem LIF zwischen Bereichen nahe
der Oberfläche und der überstehenden Immobilisierungslösung klein, sodass eine Diffusion weite-
rer LIF-Moleküle nur langsam erfolgt. In dieser Zeit reagiert das konkurrierende Nucleophil Wasser
mit den verbleibenden Carbonsäureanhydriden auf PEMA, hydrolysiert sie und verhindert an die-
sen Gruppen somit eine nachfolgende kovalente Immobilisierung von LIF. Bei steigenden Immobi-
lisierungskonzentrationen konkurrieren um die nucleophile Reaktion mit Carbonsäureanhydriden
zunehmend mehr Aminogruppen mit dem Wasser [188] und ermöglichen so eine kovalente Anbin-
dung des Proteins. Bei hohen Immobilisierungskonzentrationen ist die Hydrolyse gegenüber der
kovalenten Immobilisierung vernachlässigbar, sodass durch das starke Quellverhalten bei PEMA
auch verdeckte Carbonsäureanhydridgruppen für die Reaktion zugänglich werden und mit dem
Protein reagieren können. Auf POMA stehen im Gegensatz zu PEMA weniger Anhydridgruppen
zur Verfügung. Dafür hydrolysiert POMA sehr viel langsamer und konnte deshalb schon bei gerin-
gen LIF-Immobilisierungskonzentrationen das Zytokin effektiv kovalent binden. Obwohl aufgrund
der geringen Quellung nicht alle reaktiven Carbonsäureanhydride präsentiert wurden, war durch
die hydrophoben Wechselwirkungen die Desorption von LIF von der POMA-Oberfläche erschwert
und die kovalente LIF-Immobilisierung gegenüber der Hydrolyse bevorzugt.
Die Dichte der Carbonsäureanhydride und das Quellverhalten der MA-Copolymere waren auch
für die Bindung des PEG7-Spacers entscheidend. In den Experimenten wurde der Spacer für die
Modifizierung im Überschuss zugegeben. Deshalb war die schnellere Hydrolyse auf PEMA ver-
nachlässigbar. Aufgrund der höheren Dichte und der besseren Zugänglichkeit der Carbonsäurean-
hydridgruppen durch die Quellung konnten auf PEMA mehr Spacermoleküle als auf POMA bin-
den und demzufolge größere Mengen von LIF an PEMA+PEG7 als an POMA+PEG7 immobilisiert
werden. Der Vergleich der reinen MA-Copolymere mit den jeweils Spacer-modifizierten Oberflä-
chen zeigte geringere LIF-Immobilisierung an den PEG7-Spacern. Während der Immobilisierung
des Spacers bindet nicht an jedes Carbonsäureanhydrid ein PEG-Molekül. Zusätzlich nimmt auch
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die Reaktivität der speziell für die LIF-Anbindung aktivierten Carboxygruppen des Spacers im Zeit-
verlauf ab, da der reaktive Sulfo-NHS-Ester nicht dauerhaft der Hydrolyse widersteht [149, 150].
Dadurch standen an PEG-modifizierten Oberflächen weniger reaktive Gruppen für die Ausbildung
einer kovalenten Bindung mit den ε–Aminogruppen des Lysins zur Verfügung. Aus den Analysen
der Kontaktwinkel geht außerdem hervor, dass PEG-modifizierte Oberflächen durch die Anbin-
dung des Spacers hydrophilere Eigenschaften besitzen als reine MA-Copolymeroberflächen. Mit
zunehmender Hydrophilie wird die Anlagerung von Proteinen immer mehr eingeschränkt. Stark
hydrophile Oberflächen sind proteinabweisend1 und behindern somit die Anlagerung von Protei-
nen. Bei den PEG7-modifizierten MA-Copolymeren war eine kovalente Bindung von LIF durch die
Aktivierung des Spacers möglich, führte aber zu geringeren Belegungsdichten als ohne Spacer.
In die Matrixkomponenten der Oberfläche POMA-Matrix konnte LIF physisorptiv eingelagert wer-
den und zeigte bei den analysierten Konzentrationen keine Unterschiede der Belegungsdichten im
Vergleich zu PEMA mit und ohne PEG7. Die Oberfläche POMA-Matrix wurde während der Präpa-
ration zunächst hydrolysiert und anschließend mit Matrixkomponenten beschichtet. Bei der Immo-
bilisierung von LIF auf diesen Oberflächen wurde das Zytokin durch die Matrixkomponenten von
der darunterliegenden schwach hydrophilen POMS-Schicht abgeschirmt. Die Wechselwirkungen
mit der MA-Copolymerschicht waren somit eher gering. Wie stark die Anlagerung an die Matrix-
komponenten war, konnte nicht beurteilt werden, da ein Mechanismus der Bindung von matrix-
assoziiertem LIF (M-LIF) in vivo noch nicht geklärt ist. Aufgrund der instabilen Immobilisierung
(anhaltende Verdrängung von LIF aus den Oberflächen mit POMA-Matrix) konnte jedoch auf eine
eher schwächere Wechselwirkung geschlossen werden.
Die Abbildung 4.5b auf Seite 53 stellt die zugehörigen Funktionsverläufe für die verschiedenen
MA-Copolymere dar. Die Oberflächen PEMA und PEMA+PEG7 zeigten lineare Abhängigkeiten
der detektierten Belegungsdichten von den eingesetzten Immobilisierungskonzentrationen, die im
betrachteten Bereich keine Sättigung der Oberflächen mit LIF erkennen ließen. Für die Präpara-
tionen mit POMA+PEG7 und POMA wurden jeweils Funktionen ermittelt, die auf eine Sättigung
der Oberfläche mit LIF hindeuteten. Für die Einstellung definierter Belegungsdichten immobilisier-
ten LIF wurden die detektierten Belegungsdichten am Tag 3 in Abhängigkeit von der Immobili-
sierungskonzentration analysiert. Dadurch war es möglich, die Einflüsse der Copolymere auf die
Präsentation des Zytokins zu charakterisieren. Die Oberfläche PEMA zeigte bei 0,25 und 1 µg/ml
LIF geringere Belegungsdichten als bei einer linearen Abhängigkeit von der Immobilisierungskon-
zentration erwartet wurde . Eine Erklärung dafür könnte die Markierung des Zytokins mit Jod sein.
Bei der Betrachtung der reaktiven Lysingruppen muss diese radioaktive Markierung berücksichtigt
werden. 125I wird meist über die Reaktion mit Chloramin T mit dem Protein verknüpft und bindet
dabei überwiegend an Tyrosinreste [199]. LIF besitzt sechs Tyrosine (Tyr), von denen jedoch nur drei
frei zugänglich sind [62]. Diese Tyrosine befinden sich in den Positionen 45, 84 und 137. In direk-
ter Nachbarschaft zu Tyr137 befindet sich Lys136 und in der dreidimensionalen Struktur zusätzlich
1 Eine LIF-Lösung verarmte nach mehrtägiger Inkubation bei Raumtemperatur in einem Gefäß mit einer Beschich-
tung aus PEMA+PEG7 (ohne Aktivierung) nicht. Eine Adsorption von LIF an die Gefäßwand konnte somit aus-
geschlossen werden. Die Analyse erfolgte mit Hilfe von Aminosäuresequenzierung nach saurer Hydrolyse und
Hochdruckflüssigkeits-Chromatographie nach Salchert et al. [198]. (Daten nicht präsentiert.)
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auch Lys772, die durch eine radioaktive Markierung am benachbarten Tyr137 beeinflusst werden
können. Die Markierung mit 125I würde somit die zur Verfügung stehenden reaktiven Gruppen re-
duzieren. Je geringer die Proteinkonzentration ist, umso stärker beeinflusst die 125I-Markierung die
Belegungsdichte, da für die effektive Immobilisierung auf schnell hydrolysierendem PEMA mög-
lichst viele Lysinreste innerhalb der ersten Minuten reagieren müssen. Die Immobilisierungskon-
zentrationen 0,25 und 1 µg/ml LIF auf PEMA wurden deshalb von der Kalkulation der Standard-
kurve ausgeschlossen, da in den weiteren Experimenten nur ungelabeltes Zytokin eingesetzt wur-
de.
Die Eigenschaften der MA-Copolymere beeinflussen die Menge und Qualität der LIF-Immobilisie-
rung. Aufgrund der größeren Dichte reaktiver Carbonsäureanhydridgruppen kann bei hohen Im-
mobilisierungskonzentrationen auf PEMA mehr LIF kovalent gebunden werden als auf POMA. Da
die Anhydridgruppen bei PEMA unter wässrigen Lösungen schnell hydrolysieren und das Poly-
mer stark quillt, lagern sich auch nicht kovalent gebundene LIF-Moleküle in die Schicht ein. Diese
können bei Inkubation mit einem proteinhaltigen Medium leicht wieder verdrängt werden. Auf-
grund der schnellen Hydrolyse sind für die Bindung an PEMA hohe Immobilisierungskonzentra-
tionen für die Einstellung größerer Belegungsdichten notwendig, die jedoch gleichzeitig zu einer
starken Einlagerung von nicht gebundenem LIF und daraus resultierend zu instabilen Belegungs-
dichten führen. Bei geringen Immobilisierungskonzentrationen ist aufgrund der geringen Zahl von
LIF-Molekülen die Hydrolyse der Carbonsäureanhydride gegenüber der Zytokinimmobilisierung
bevorzugt. Bei einem möglichen industriellen Einsatz müsste auch aus finanzieller Sicht das Opti-
mum aus maximaler LIF-Belegungsdichte bei geringster unspezifischer Einlagerung in die Schicht
ermittelt werden.
Auf hydrophobem POMA werden die LIF-Moleküle zunächst durch hydrophobe Wechselwirkun-
gen an der Oberfläche immobilisiert. Aufgrund der langsamen Hydrolyse, stehen auch nach einigen
Stunden noch reaktive Anhydridgruppen für eine kovalente Immobilisierung zur Verfügung. Auch
aus geringen Immobilisierungskonzentrationen ist somit eine effektive kovalente Kopplung mög-
lich. Aufgrund der geringen Quellung und der geringeren Dichte der Anhydridgruppen können
POMA-Oberflächen durch hohe Immobilisierungskonzentrationen mit LIF gesättigt werden. Die
Belegungsdichte ist dabei im Vergleich zu PEMA geringer, die LIF-Immobilisierung dafür jedoch
aufgrund der zusätzlichen hydrophoben Wechselwirkungen sehr stabil. Die kovalente Immobili-
sierung von LIF über einen PEG-Spacer führt aufgrund der hydrophileren Eigenschaften bei bei-
den Oberflächen im Vergleich zu reinen MA-Copolymeren zu geringeren Belegungsdichten. Trotz-
dem bleibt der Charakter der Konzentrationsabhängigkeit der Belegungsdichte (PEMA+PEG7: li-
near, POMA+PEG7: Sättigungsfunktion) erhalten. Aufgrund der Reaktionschemie beeinflusst die
schnelle Hydrolyse des PEMA die Immobilisierung des Zytokins über den Spacer nicht. Die beiden
PEG-modifizierten Oberflächen zeigten nur bei der höchsten Immobilisierungskonzentration eine
anhaltende Desorption von LIF. POMA+PEG7 zeigte im Vergleich zu reinem POMA etwas gerin-
gere Immobilisierungsstabilitäten, die durch die hydrophileren Oberflächeneigenschaften erklärbar
2 Die dreidimensionale Struktur und die Lage der Aminosäuren wurden mit Hilfe der in der Proteindatenbank UniProt
gespeicherten Koordinaten [62] mit Hilfe des Programmes RasMol visualisiert.
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waren. Die Kopplung von LIF über den Spacer auf PEMA-Oberflächen erhöht die Stabilität der
Immobilisierung im Vergleich zu reinem PEMA, obwohl diese Schichten ebenso stark quellen. Auf-
grund der stark hydrophilen Eigenschaften (Kontaktwinkel getemperter Proben um 10◦) und der
zusätzlichen Aktivierung in wässriger Lösung wirkt die Oberfläche jedoch proteinabstoßend und
verhindert die unspezifische Einlagerung von LIF in der PEMA-Schicht. Im Vergleich zur kovalen-
ten Immobilisierung wurde bei physisorptiver Anlagerung von LIF an Matrixkomponenten auf den
Oberflächen POMA-Matrix bereits ab geringen Immobilisierungskonzentrationen (2,5 µg/ml LIF)
die Verdrängung des Zytokins festgestellt. Die direkte kovalente LIF-Immobilisierung an Polyme-
roberflächen zeigte sich in den Experimenten als deutlich stabiler als die unspezifische Adsorption
an Komponenten der extrazellulären Matrix.
Die maximalen Belegungsdichten auf den reinen MA-Copolymeroberflächen PEMA und POMA
wurden durch Modellbildung abgeschätzt. Die Kalkulationen und Annahmen sind im Anhang Ka-
pitel A.3.5 Seite 133 aufgeführt. In POMA-Schichten können nicht alle Carbonsäureanhydridgrup-
pen mit LIF reagieren. Zusätzlich zu den schon beschriebenen hydrophoben Eigenschaften wird
eine vollständige Umsetzung auch durch die räumliche Ausdehnung von LIF und die Anordnung
der Lysinreste in der Tertiärstruktur verhindert. Je nach Orientierung des kovalent immobilisierten
LIF überdeckt das Zytokin auf POMA ca. 6 bis 16, auf PEMA 40 bis 98 Anhydridgruppen (Tab.
A.13 Seite 136) und kann auf den Oberflächen theoretisch maximale Moleküldichten von ungefähr
6,5·1012 LIF/cm2 (Median) erreichen. In der Modellierung wurde vereinfachend von einer gleichen
Orientierung aller zylinderförmigen LIF-Moleküle und einer Belegung ohne Zwischenräume ausge-
gangen. In der Praxis ist dies jedoch nicht zu erreichen, sodass die genannten Moleküldichten nur als
Maximalabschätzung dienen können. Unter Einbeziehung des Molekulargewichtes von LIF können
maximale Belegungsdichten von annähernd 220 ng/cm2 kalkuliert werden. Für eine aufrecht ste-
hende Orientierung aller Moleküle, die im Experiment sehr unwahrscheinlich ist, ergeben sich an-
nähernd doppelte Molekül- und Belegungsdichten. In den Experimenten zur LIF-Quantifizierung
(Abb. 4.5b Seite 53) konnten nach Erreichen der Stabilität auf POMA Belegungsdichten bis zu ca.
160 ng/cm2 LIF ermittelt werden. Die Funktion der Belegungsdichte in Abhängigkeit von der Im-
mobilisierungskonzentration zeigte Sättigungsverhalten mit einem Grenzwert der Belegungsdichte
von 178 ng/cm2 LIF (Tab. A.11 Seite 130). Der Vergleich der theoretisch und experimentell ermittel-
ten Belegungsdichten lässt auf eine dichte Anordnung der LIF-Moleküle auf der POMA-Oberfläche
schließen. Weniger als 20 % der Oberfläche ist demnach auf molekularer Ebene nicht von Zytokin
überdeckt, was durch eine zufällige Orientierung und den daraus resultierenden Freiräumen zwi-
schen den einzelnen Molekülen erklärt werden kann.
Da hydrophiles PEMA in wässriger Lösung stark quillt, muss diese Eigenschaft bei der Kalkulation
der maximalen Belegungsdichte mit einbezogen werden (Anhang Kapitel A.3.5 Seite 133). Maximale
Belegungsdichten im dreidimensionalen Modell ergaben sich je nach Orientierung des Zytokins im
Bereich von 3 bis 7 µg/cm2 LIF (Tab. A.13 Seite 136). Die experimentellen Ergebnisse (Abb. 4.5b Seite
53) zeigten für PEMA eine lineare Abhängigkeit der Belegungsdichte von der Immobilisierungskon-
zentration. Eine Tendenz zur Sättigung konnte bei den analysierten Immobilisierungskonzentratio-
nen nicht festgestellt werden. Bei der Immobilisierung aus 10 µg/ml wurden ca. 0,3 µg/cm2 LIF an
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der Oberfläche ermittelt. In den zugehörigen Proben konnte LIF während der dreitägigen Inkubati-
on mit Zellkulturmedium durch die Proteine des Serumersatzes verdrängt werden. Die detektierten
Belegungsdichten waren zudem deutlich geringer als die Werte der Modellierung. Für eine Beur-
teilung des Modells für PEMA müssten noch höhere Immobilisierungskonzentrationen bis zum
Erreichen einer Sättigung eingesetzt und zur Einstellung stabiler Oberflächen längere Inkubations-
dauern gewählt werden. Der Einsatz sehr hoher Immobilisierungskonzentrationen ist ökonomisch
jedoch fragwürdig. Eine Einschätzung der Qualität des 3D-Modells für PEMA-Oberflächen konnte
nicht vorgenommen werden.
5.1.3. Antikörperzugänglichkeit von LIF an MA-Copolymeroberflächen und
Homogenität der LIF-Belegung
Für die Anwendung immobilisierter Zytokine in der Zellkultur müssen diese Faktoren an der Ober-
fläche auch für die Zellen zugänglich und zur gleichmäßigen Stimulation der Zellen in allen Berei-
chen des Trägermaterials homogen auf diesem immobilisiert sein. Die Analyse der Zugänglichkeit
erfolgte mit Hilfe eines spezifischen Antikörpers, der in einer ELISA-ähnlichen Methode zur Quan-
tifizierung eingesetzt wurde. Eine solche Methode wurde bereits von Kapur und Shoichet [174] zur
Detektion von NGF an mikroporösen Poly(2-hydroxyethylmethacrylat)-Gelen angewendet.
In den hier dargestellten ELISA-ähnlichen Analysen (Abb. 4.6a Seite 56) wurden mit steigender
Immobilisierungskonzentration ebenfalls höhere Belegungsdichten festgestellt. Dabei beeinfluss-
te die Art der Oberflächenmodifikation die mit Antikörpern detektierbare Belegungsdichte. Die
verschiedenen MA-Copolymeroberflächen zeigten unterschiedliche LIF-Zugänglichkeiten für den
Antikörper. Bei kovalenter Immobilisierung von LIF aus kleiner Immobilisierungskonzentration
(0,25 µg/ml) wurden auf hydrophileren Oberflächen (PEMA, POMA+PEG7) ca. 80 % des mit den
Isotopenexperimenten ermittelten immobilisierten Zytokins mit Hilfe des Antikörpers als zugäng-
lich bestimmt. Aufgrund der hydrophilen Eigenschaften wurde die Konformation von LIF nicht
stark beeinflusst. Ein kleiner Teil der kovalent gebundenen Moleküle (iLIF) konnte nicht detektiert
werden. Da Antikörper an spezifische Epitope auf dem Protein binden, kann der Anteil des nicht
detektierten LIF dadurch erklärt werden, dass das entsprechende Epitop bei der Immobilisierung in
einer für die Antikörperdetektion ungünstigen Orientierung immobilisiert wurde. Obwohl die Be-
schichtung mit PEMA zur starken Quellung führte, konnte eine starke Abschirmung des Zytokins
vom Antikörper durch ein Eintritt in die gelartige Schicht nicht beobachtet werden. Stark hydrophi-
le Oberflächen mit PEMA+PEG7 wirkten auch für den Antikörper abweisend, sodass nur ca. 40 %
des iLIF als zugänglich erkannt wurden.
Auf POMA-Oberflächen waren dagegen nur 20 % des iLIF für den Antikörper zugänglich. Da PO-
MA in wässrigen Lösungen nicht stark quillt, war die geringere Zugänglichkeit nicht durch ein
Einlagern des Zytokins in die Polymerschicht erklärbar. Durch die hydrophobe Oberfläche war eine
Konformationsänderung des Zytokins wahrscheinlich. Die Änderung der Tertiärstruktur von LIF
im Bereich des Bindungsepitops für den Antikörper kann dessen Wechselwirkung stark beeinträch-
tigen und somit zu geringeren Detektionen führen. Auch der Antikörper und das Enzymkonjugat
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können durch die hydrophobe Oberfläche Konformationsänderungen erfahren und so nicht mehr
spezifisch binden bzw. die Aktivität zum Umsatz des Substrates verlieren. Der Vergleich der Ober-
flächen mit POMA-Modifizierungen zeigte eine Erhöhung der Zugänglichkeit des iLIF für Antikör-
per für etwas hydrophilere POMA+PEG7-Oberflächen. Da der Spacer sehr hydrophile Eigenschaf-
ten besitzt, kann er frei in die wässrige Lösung ragen und so die Bindung eines Antikörpers an das
kovalent immobilisierte LIF im Vergleich zur starren POMA-Oberfläche deutlich erhöhen. Zudem
schirmt er das LIF, den Antikörper und das konjugierte Substrat gegen die hydrophobe POMA-
Oberfläche ab und erhält so besser die Konformationen und die Enzymaktivität.
Bei der Immobilisierung aus höherer LIF-Konzentration (2,5 µg/ml) reduzierten sich die relativen
Anteile des antikörperdetektierbaren Zytokins auf 15-20 % für hydrophile Oberflächen (PEMA, PE-
MA+PEG7, POMA+PEG7) und auf 10 % für POMA. Dieses Verhalten wurde auf das Detektions-
limit der Methode zurückgeführt. Der Antikörper besitzt ein deutlich größeres Molekulargewicht
und umschreibt im Vergleich zu LIF auf der Oberfläche in der Projektion auch ein größeres Areal.
Abschätzungen aufgrund der Proteingeometrien (Anhang ab Seite 135) führten bei dichtester Be-
legung der Oberfläche sowohl mit LIF als auch mit dem Antikörper zu einem Verhältnis von 5 bis
13 LIF-Molekülen pro Antikörper (Tab. A.13 Seite 136). Die theoretische maximale Auflösungsgren-
ze dieser Methode liegt damit bei ca. 36 ng/cm2 LIF. Die Immobilisierungsreaktion war unter den
beschriebenen Präparationsbedingungen nicht gerichtet und die Orientierung des Zytokins somit
zufällig. Da eine strenge gleiche Orientierung aller Antikörpermoleküle sehr unwahrscheinlich war,
lag das Detektionslimit noch niedriger. Die Standardkurve zeigte bis 9,5 ng/cm2 streng lineares Ver-
halten und lief danach in die Sättigung. Bei der Immobilisierung von LIF mit 2,5 µg/ml ergaben sich
Belegungsdichten, die im Bereich des Detektionslimits lagen (Abb. 4.6a) und somit keine Bestim-
mung noch größerer Konzentrationen zuließen. Im Gegensatz zu dieser methodischen Limitierung
konnte mit Hilfe der radioaktiven Markierung das gesamte 125I-LIF erfasst werden.
In einem weiteren Experiment wurde die Detektion von LIF nach der Einstellung definierter Bele-
gungsdichten bestimmt. Zusätzlich wurde analysiert, ob die nachträgliche Beschichtung mit Kom-
ponenten der extrazellulären Matrix die Antikörperzugänglichkeit behindert. Die mit Hilfe der
ELISA-ähnlichen Methode ermittelten Belegungsdichten zeigten lineare Beziehungen zu den Ziel-
Belegungsdichten, waren ihnen jedoch nicht gleich. Bei der Betrachtung der Ergebnisse muss je-
doch berücksichtigt werden, dass die definierten Ziel-Belegungsdichten auf das gesamte iLIF und
nicht nur auf das zugängliche bezogen wurden. Im vorangegangenen Abschnitt wurde bereits dar-
gestellt, dass im Vergleich zu den Isotopenexperimenten mit Antikörpern vor allem auf POMA nur
ein Teil des iLIF an der Oberfläche detektiert werden konnte. Aus diesem Grund konnte nicht genau
die gleiche Belegungsdichte detektiert werden, wie die zum Ziel gestellte. Hydrophile Oberflächen
(PEMA, PEMA+PEG7, POMA+PEG7) zeigten auch hier erwartungsgemäß höhere Antikörperzu-
gänglichkeiten als hydrophobes POMA. Bei allen Oberflächen war jedoch eine lineare Erhöhung
der detektierten Belegungsdichten mit steigender Ziel-Dichte feststellbar. Aus den Experimenten
konnte abgeleitet werden, dass die Präparation einer die Adhäsion von Zellen unterstützenden
Kollagen-Fibronektin-Matrix die Zugänglichkeit des iLIF durch einen geeigneten Antikörper nicht
beeinflusste.
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Für die gleiche Bereitstellung des Zytokins für alle Zellen der späteren Zellkulturen muss LIF auf
den Trägermaterialien homogen verteilt immobilisiert werden. Zur Analyse wurde an antikörper-
markiertes LIF auf den jeweiligen MA-Copolymeren ein fluoreszierendes Konjugat gekoppelt und
die Oberflächen mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie betrachtet. Kovalent immobilisiertes LIF
(iLIF) war auf allen MA-Oberflächen homogen verteilt. Aufgrund der Antikörpermarkierung wa-
ren auch hier bessere Zugänglichkeiten und damit höhere Fluoreszenzintensitäten auf hydrophi-
len Oberflächen als auf hydrophobem POMA erkennbar. Wie bei der Quantifizierung der Zugäng-
lichkeit erlaubten die hydrophileren Oberflächen auch bei der Homogenitätsanalyse eine bessere
Erhaltung der Konformation und somit eine häufigere und stabilere Kopplung des primären und
sekundären Antikörpers als hydrophobes POMA. Die Oberflächen mit physisorptiver Immobili-
sierung von LIF (pLIF auf POMA-Matrix) zeigten häufig strukturierte Bereiche mit verschiedenen
Fluoreszenzintensitäten. Die Inhomogenitäten wurden auf die Präparation der Matrix-Oberfläche
zurückgeführt. Eine kontrollierte homogene Beladung der hydrolysierten POMA-Oberfläche mit
Komponenten der extrazellulären Matrix war unter den beschriebenen Bedingungen nicht zu er-
zielen, da beim Abpipettieren überschüssiger Matrix-Lösung die Bildung unterschiedlich dicht mit
Kollagen und Fibronektin beladener Areale möglich war. Die nachfolgende physisorptive Immo-
bilisierung von LIF führte dadurch ebenfalls zu einer inhomogenen Verteilung. Zusätzlich konn-
ten Inhomogenitäten aufgrund der anhaltenden Freisetzung des pLIF oder durch Abschwimmen
der mehrschichtigen Matrix-Präparation mit dem immobilisierten pLIF entstehen. Die Bildung ho-
mogener (iLIF) bzw. inhomogener (pLIF) LIF-Belegungen war unabhängig von der eingestellten
Belegungsdichte. Aufgrund der Antikörpermarkierung konnten wie auch bei der Zugänglichkeits-
analyse nur kleine Belegungsdichten analysiert werden, da auch für diese Methode das kalkulierte
Detektionslimit bei maximal 36 ng/cm2 lag.
5.2. Biologische Verfügbarkeit von immobilisiertem LIF
5.2.1. Vorbetrachtungen zur Konzentrationsabhängigkeit der Zelllinien und der
Autosekretion von LIF durch NIH3T3
Die Analyse der LIF-Konzentrationsabhängigkeiten der embryonalen Mausstammzellen R1 und
der Mausfibroblasten NIH3T3 ergab Unterschiede in der STAT3-Aktivierung zwischen den beiden
Zelllinien. Die pSTAT3-Fluoreszenzintensitäten für die R1 mESC zeigten in Abhängigkeit von der
LIF-Konzentration im Medium nach 12 Stunden Inkubation bei linearer Darstellung ein Sättigungs-
verhalten. Dabei reagierten die Stammzellen bereits bei Konzentrationen von wenigen pg/ml LIF.
In NIH3T3 Fibroblasten führte erst die Stimulation mit mindestens 60 pg/ml LIF zu einer STAT3-
Aktivierung, die jedoch unter der der R1 mESC lag. Die Unterschiede in der Reaktion der beiden
Zelltypen erklärt sich durch ihre Art der Abhängigkeit von LIF. Für mESC ist LIF zum Erhalt des
Stammzellcharakters notwendig, da ein LIF-Defizit bereits nach wenigen Stunden zur Differenzie-
rung dieser Zellen führt [200]. Aus diesem Grund ist eine schnelle Reaktion der mESC auf LIF für
den Erhalt der Stammzelleigenschaften notwendig. Fibroblasten der Linie NIH3T3 sind nicht direkt
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abhängig von LIF. Eine frühe Rezeption war somit nicht notwendig. Die Zellen aktivieren aber nach
der Inkubation mit dem Zytokin ebenfalls STAT3 [201]. Obwohl die Intensität der Aktivierung in
beiden Zelltypen verschieden war, zeigten beide Zelllinien nach 12 Stunden Inkubation spätestens
ab 60 pg/ml LIF eine beginnende Akkumulation von aktiviertem STAT3 im Zellkern.
Aufgrund ihrer Eigenschaft LIF zu sezernieren, werden Fibroblasten oft als Feederlayer eingesetzt
[38]. Um die Intensität einer autokrinen Stimulation der NIH3T3 während der Experimente zu be-
werten, wurde die sezernierte LIF-Menge in zytokinfreies Medium ermittelt. Auf die experimen-
tellen Parameter der Analysen mit immobilisiertem LIF bezogen wurde eine Autosekretion von ca.
9 pg/ml LIF kalkuliert. In den Experimenten zur Konzentrationsabhängigkeit der NIH3T3 wur-
de bei dieser Mediumkonzentration LIF noch kein phosphoryliertes STAT3 im Zellkern festgestellt
und der Einfluss von sezerniertem LIF als nicht relevant eingestuft. Zusätzlich muss das von den
NIH3T3 sezernierte LIF die selben Zellen nicht zwangsläufig autokrin stimulieren können.
5.2.2. Reaktion der NIH3T3 auf definierte LIF-Belegungsdichten
Die Fibroblasten wurden auf mit verschiedenen Belegungsdichten immobilisierten MA-Copolymer-
oberflächen ausgesiedelt und 12 Stunden inkubiert. Für eine bessere Vergleichbarkeit der Gesamt-
masse von LIF je Kulturkavität einer 96-Well-Platte wurden die Oberflächenbelegungen und die Re-
ferenzkonzentration in Lösung entsprechend der experimentellen Bedingungen umgerechnet (Tab.
5.2).
Tabelle 5.2.: Kalkulation der Mediumkonzentration und Belegungsdichten in Gesamtmengen LIF pro 96-
Well-Kavität. Wellfläche: 0,342 cm2, eingesetztes Volumen: 200 µl
Konzentration oder Belegungsdichte LIF-Gesamtmenge pro 96-Well
10 ng/ml 2,0 ng
2 ng/cm2 0,7 ng
5 ng/cm2 1,7 ng
6 ng/cm2 2,0 ng
8 ng/cm2 2,7 ng
75 ng/cm2 26 ng
Die Analyse der STAT3-Aktivierungen auf den verschiedenen Oberflächen mit verschiedenen Ei-
genschaften ergab bis auf erhöhte Aktivierungen auf POMA+PEG7 durch gelöstes LIF (10 ng/ml)
und 75 ng/cm2 keine anderen signifikanten Unterschiede sowohl zwischen den Oberflächen als
auch zwischen den Belegungsdichten. Ein Einfluss der Oberflächencharakteristik auf die STAT3-
Aktivierung bei NIH3T3 Fibroblasten zeigte sich hier nur durch die leichte Erhöhung der Fluo-
reszenzintensität auf POMA+PEG7. Dies spiegelt ansatzweise eine leicht verbesserte Zugänglich-
keit auf Proben mit POMA+PEG7 gegenüber reinem POMA dar. Für die ebenfalls hydrophilen
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Oberflächen PEMA und PEMA+PEG7 wäre aufgrund dieser Analysen ebenfalls eine etwas stär-
kere Aktivierung zu erwarten gewesen. Das Ausbleiben einer deutlichen oberflächenabhängigen
STAT3-Aktivierung kann vor allem durch zwei Ursachen erklärt werden. Die erste ist die auch bei
höheren Konzentrationen (Belegungsdichten) geringe STAT3-Aktivierung in den Mausfibroblasten,
die bereits im vorigen Kapitel zur Konzentrationsabhängigkeit dieser Zelllinie dargestellt wurde.
Die zweite Ursache kann in der Wahl des Analysezeitpunktes (12 Stunden) liegen. In der Litera-
tur wurde beschrieben, dass der JAK/ STAT-Signalweg bereits innerhalb weniger Minuten nach
Kopplung des Zytokins an die Rezeptorkomponenten zu einer Aktivierung von STAT3 mit anschlie-
ßender Translokation und Akkumulation im Nucleus führt [202, 203]. Aus diesem Grund wurden
folgend Aktivierungsprofile mit verschiedenen Inkubationszeiträumen innerhalb von 12 Stunden
analysiert.
5.2.3. STAT3-Aktivierungsprofile der NIH3T3 durch gelöstes und immobilisiertes LIF
Das Aktivierungsprofil von STAT3 in NIH3T3 Fibroblasten auf reinen Glasoberflächen mit Matrix-
komponenten-Beschichtung nach Stimulation mit 10 ng/ml gelöstem LIF (sLIF) ist in Abbildung
4.12 Seite 64 dargestellt. Die STAT3-Aktivierung erreichte nach wenigen Minuten Stimulation ihr
Maximum, sank in den folgenden Stunden auf Aktivierungen unterhalb des Ruhezustandes (ohne
Stimulation) und stieg anschließend auf eine nach 12 Stunden leicht erhöhte STAT-Aktivierung an.
Die signifikanten Unterschiede der Fluoreszenzintensitäten zwischen den verschiedenen Zeitpunk-
ten legte eine Unterteilung des Stimulationsprofils in verschiedene Aktivierungszustände nahe, die
in Tabelle 5.3 aufgeführt sind. Der Verlauf der Aktivierung stieg ausgehend vom Basislevel kurzzei-
tig in den Bereich starker ligandabhängiger Aktivierung, bevor nach Durchlaufen des Basislevels
die Phase der Negativregulation der STAT3-Aktivierung erreicht wurde. Anschließend folgte ein
erneuter Anstieg auf das Basislevel, bevor nach 8 Stunden der Übergang in den Bereich der leichten
ligandabhängigen Aktivierung erreicht wurde. Die andauernde ligandabhängige Aktivierung nach
12 Stunden legte nahe, dass nach dieser Zeit noch intakte LIF-Moleküle in der Lösung existierten,
die die Phosphorylierung von STAT3 bewirken konnten. Ob dieses noch vorhandene LIF nach die-
ser Inkubationsdauer erneut eine starke Aktivierung bewirken kann bzw. ob oder wann sämtliches
LIF degradiert oder inaktiviert wird, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht analysiert.
In der Literatur finden sich mehrfach Anhaltspunkte für ein solches STAT-Aktivierungsprofil. Hein-
rich et al. [72] beschrieben einen kontinuierlichen, zwischen Zytoplasma und Zellkern wechselnden
Transport von STAT. Besonders nach Stimulation kam es durch Verstärkung des Transportes in Rich-
tung Zellkern und dort zur Anreicherung von aktiviertem STAT3. Pranada et al. [204] gaben einen
erhöhten Kernimport bei gleichzeitig reduziertem Export als Ursache für diese Akkumulation an.
Nach der Stimulation mit Komplexen aus IL6/sIL6R3 zeigten Narazaki et al. [202], dass die rezepto-
rassoziierten Kinasen JAK1 und JAK2 innerhalb von 10 Minuten phosphoryliert wurden. Bereits 2
Minuten nach Stimulationsbeginn stellten sie Veränderungen im Aktivierungszustand der Kinasen,
3 IL6/sIL6R: Komplex aus IL-6 und der zirkulierenden Komponente des IL-6 Rezeptors
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Tabelle 5.3.: Charakterisierung der Aktivierungszustände der NIH3T3 Fibroblasten nach der Stimulation mit
10 ng/ml gelöstem LIF. Der Zuordnung liegen das Aktivierungsprofil der Abbildung 4.12 auf
Seite 64 und die Ergebnisse der Varianzanalyse aus Tabelle 4.3 zugrunde.
Aktivierungszustand Fluoreszenzintensität I Stimulationsdauer
Basislevel (ligandunab-
hängig)
0,875 ≤ I ≤ 1,25 ohne Stimulation, 1 h, 6 h
Starke ligandabhängige
Aktivierung
I > 1,75 10 min, 15 min
Negativregulation I < 0,875 2 h, 4 h
Leichte ligandabhängige
Aktivierung
1,25 ≤ I ≤ 1,75 5 min, 30 min, 8 h, 12 h
nach 15 Minuten die maximale Aktivierung und nach 30 Minuten einen Rückgang der Phospho-
rylierung fest. Die Rezeptor-Untereinheit gp130 zeigte eine ähnliche Aktivierungskinetik wie die
analysierten Januskinasen. In der Arbeit von Herrmann et al. [203] wurde die Anreicherung von
pSTAT3 im Zellkern innerhalb von 15 Minuten nach Beginn der Stimulation mit IL6/sIL6R festge-
stellt. Dabei konzentrierte sich pSTAT3 im Kern in von den Autoren benannten nuclear bodies an, in
denen es bereits 3 bis 10 Minuten nach Stimulationsbeginn erschien. Herrmann et al. beschrieben
eine enge Assoziation der nuclear bodies mit transkriptionell aktivem Chromatin. Nach 55 Minuten
Stimulation konnten keine nuclear bodies mehr detektiert werden. Die Tyrosin-Phosphorylierung von
STATs dauerte höchstens eine Stunde, wobei die maximale Bindung der aktivierten STAT-Dimere
an die DNA innerhalb von 15 Minuten erreicht wurde (Siewert et al. [205]). Thiel et al. [102] zeigten
eine maximale STAT3-Aktivierung nach 30 Minuten und die Signalauslöschung nach 1,5 Stunden.
Den Rückgang der Aktivierung führten sie auf eine Desensibilisierung aufgrund negativer Rück-
kopplung sowie auf die Dephosphorylierung zurück.
Die Regulation des Signalweges erfolgt teilweise durch Rezeptor-Degradation sowie durch Ligand-
internalisierung aufgrund von rezeptorvermittelter Endozytose, die durch die signalisierenden Re-
zeptor-Untereinheiten vermittelt wird [72]. Zusätzliche Regulation erfährt der JAK/STAT-Signal-
weg durch die negative Rückkopplung. Durch LIF werden beispielsweise die Genexpressionen der
Regulatoren SOCS3 und CIS induziert [206]. Die Transkripte von SOCS-Genen wurden in einem
Zeitraum von 15 Minuten bis zu 4 Stunden nach Stimulation nachgewiesen [205], wobei das Ex-
pressionsmaximum von SOCS3 bei einer Stunde lag und das Grundlevel nach 4 Stunden erreicht
wurde [206]. Die Expression von CIS wurde als ähnlich beschrieben, wobei dessen Expression nach
4 Stunden wieder ansteigen kann [206].
Zusammenfassend konnte durch die Literatur der folgende Ablauf bei der Aktivierung von STAT
beschrieben werden: innerhalb der ersten Minuten nach Stimulationsbeginn werden die rezeptoras-
soziierten Kinasen sowie die signalisierenden Rezeptorkomponenten phosphoryliert. Fast gleichzei-
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tig wird STAT aktiviert und reichert sich anschließend im Zellkern an. Die maximale Akkumulation
von pSTAT in nuclear bodies wird dabei nach 15 bis 30 Minuten erreicht, wobei diese Zeit auch durch
die maximale Bindung der aktiven STAT-Dimere an die DNA charakterisiert ist. Durch die einge-
leitete Transkription der regulatorischen Zielgene SOCS3 und CIS erfolgt ab spätestens 30 Minuten
nach Stimulationsbeginn eine negative Rückkopplung auf den Signalweg und die Aktivierung von
STAT geht zurück. Durch rezeptorvermittelte Endozytose der Rezeptorkomplexe wird außerdem
die Signalrezeption eingeschränkt. Die Negativregulation findet nur temporär statt. Die direkte Un-
terdrückung der Signalkette beispielsweise durch SOCS3 führt in der Folge auch zur Einstellung der
Transkription von SOCS-Genen. Durch die kurze Halbwertszeit von SOCS3 (1,5 Stunden [72, 205])
wird dieser Regulator schnell degradiert und gibt den Signalweg wieder frei für eine erneute Si-
gnaltransduktion.
Der Verlauf des in Abbildung 4.12 (Seite 64) dargestellten STAT3-Aktivierungsprofils durch sLIF
bis zu ca. 5 Stunden nach Stimulationsbeginn konnte durch die Literatur gestützt werden. Über
den weiteren Verlauf der STAT-Aktivierung ist bisher weniger publiziert worden. Lediglich Thiel
et al. [102] beschrieben ein zweites, jedoch etwas schwächeres Maximum nach ca. 16,5 Stunden. In
welchen Zeiträumen dabei die Aktivierung erfolgt, wurde allerdings nicht beschrieben. Der leichte
Anstieg der ligandabhängigen Stimulation im Aktivierungsprofil deutete auf eine solche zweite
Phosphorylierungsphase hin.
Die Analyse der STAT3-Aktivierungsprofile in NIH3T3 durch immobilisiertes LIF auf den fünf MA-
Copolymeroberflächen wurde im direkten Vergleich zu gelöstem LIF auf den jeweiligen Oberflä-
chen durchgeführt. Die Diagramme der Oberflächen POMA+PEG7 (Abb. 4.13b Seite 66) und PE-
MA+PEG7 (Abb. 4.13d) zeigten qualitativ betrachtet einen sehr ähnlichen Verlauf wie das STAT3-
Aktivierungsprofil durch Stimulation mit gelöstem LIF auf reinen Glasoberflächen mit Matrixbe-
schichtung. Die Verläufe der Aktivierungsprofile auf polymermodifizierten Oberflächen unterschie-
den sich zwischen gelöstem und kovalent immobilisiertem LIF auf den Polymeroberflächen nicht
wesentlich. Bis auf eine höhere Fluoreszenz der Proben mit sLIF im Vergleich zu iLIF in den ersten
Minuten nach Stimulationsbeginn verliefen die Graphen gleich und zeigten das erwartete Profil mit
starker ligandabhängiger Aktivierung nach kurzer Stimulation, Deaktivierung nach ca. 1 bis 4 Stun-
den und leichter ligandabhängiger Aktivierung nach längerer Inkubationsdauer. Im Bereich von
1 bis 4 Stunden nach Ligandenstimulation erfolgte nur bei PEMA+PEG7 eine Negativregulation,
während auf POMA+PEG7 im gleichen Zeitraum nur eine Herabregulierung nach starker ligandab-
hängigen STAT3-Aktivierung erkennbar war. Ein deutlicher Anstieg der STAT3-Aktivierung nach
der Herabregulierung konnte bei den Proben PEMA, POMA und POMA-Matrix nicht festgestellt
werden. Nach ungefähr zwei bis drei Stunden sank der Anteil von aktiviertem STAT3 ungefähr
auf den Wert der unstimulierten Referenz. Die Stimulation mit gelöstem LIF führte hier wie auch
bei den PEG7-modifizierten Proben zu einer stärkeren pSTAT3-Akkumulation im Zellkern in den
ersten Minuten nach Stimulationsbeginn.
Die mögliche Ursache für die stärkere Aktivierung durch gelöstes (sLIF) als durch immobilisiertes
LIF auf Polymeroberflächen innerhalb der ersten 5 bis 15 Minuten lag in der Art und Weise der Zyto-
kinpräsentation. Während sLIF ohne räumliche Beeinträchtigung an die zur Verfügung stehenden
89
5.2. Biologische Verfügbarkeit von immobilisiertem LIF
Rezeptoren koppeln konnte, war die Verfügbarkeit des immobilisierten LIF für die Zellen einge-
schränkter. Während der Zentrifugation wurden die Zellen an die Oberflächen gebracht. Dadurch
kamen immobilisiertes LIF und die Untereinheiten des Rezeptor-Komplexes in engen Kontakt. Auf-
grund der Immobilisierung war es wahrscheinlich, dass ein Teil der Zytokinmoleküle stark fixiert
und in einer für den Rezeptor nicht bindungsfähigen Orientierung vorlag. Durch eine mögliche
(teilweise) Verdeckung der Bindungsstellen würden dann die Rezeptor-Untereinheiten nicht an LIF
binden und die Signalkaskade nicht aktiviert werden können. Gelöstes LIF zirkulierte im Gegensatz
dazu frei in den Kulturvolumina und war für die Rezeptorkomponenten ohne räumliche Einschrän-
kungen zugänglich. Die Signalkaskade wurde durch sLIF somit wahrscheinlich bereits während des
Zentrifugierens aktiviert.
Auch die für die Rezeptorbindung zur Verfügung stehende Oberfläche der Zelle beeinflusste die
Stärke der Aktivierung von STAT3. Die Zellen wurden an die Oberfläche der polymermodifizier-
ten Träger zentrifugiert. Anfänglich stand nur ein kleiner Bereich der Zelloberfläche mit dem Trä-
germaterial in Kontakt, da die Fibroblasten in der Suspensionslösung die energetisch günstigere
Kugelform annahmen. Bei einer angenommenen homogenen Verteilung der Rezeptoren auf der
Zelloberfläche erfolgte die Erkennung des Zytokins in gelöster Form deshalb in den ersten Minuten
nach der Aussaat durch deutlich mehr signaltransduzierende Rezeptoren als bei immobilisiertem
LIF. Die Abbildung 5.1 skizziert die Verteilung der an der Signaltransduktion beteiligten Rezepto-
ren für beide Stimulationsarten. Da die stärkste Aktivierung des Signalweges innerhalb der ersten
Minuten erfolgte, konnte die geringere Zahl der an der Signalerkennung beteiligten Rezeptoren als
ausschlaggebend für die etwas geringeren Signalintensitäten bei immobilisiertem LIF angesehen
werden. In der Literatur wurde die geringere Signaltransduktion bei immobilisierten Liganden im
Vergleich zu gelösten Formen zu Beginn der Inkubationszeit von Ito [207] beschrieben und die Ver-
zögerung auf die zunächst stattfindende Adhäsion der Zellen zurückgeführt.
Während längerer Inkubationszeiten adhärierten die Zellen auf der Oberfläche und breiteten sich
aus. Dabei maximierten die Fibroblasten die Kontaktfläche zum Trägermaterial, um sich durch die
weitere Ausbildung von Fokalkontakten stärker an den (polymermodifizierten) Oberflächen zu ver-
ankern. Durch dieses Ausbreiten veränderte sich das Verhältnis der LIF-Rezeptionsflächen für sLIF
und iLIF zueinander. Beide Flächen konnten nach mehrstündiger Inkubationsdauer als annähernd
gleich groß betrachtet werden (Abb. 5.1 rechte Spalte). Durch das Überspannen des Zellkerns ist die
Rezeptionsfläche für sLIF minimal größer als die von iLIF. Dieser Einfluss wurde jedoch als zu ge-
ring betrachtet, als dass die STAT3-Aktivierung bei längerer Inkubation dadurch beeinflusst worden
wäre. In den Diagrammen zur STAT3-Aktivierung (Abb. 4.13 und 4.14) zeigte sich nach mehrstün-
diger Inkubation die Angleichung der beiden Aktivierungsprofile von sLIF und iLIF (pLIF). Eine
längere Signaltransduktion bei immobilisierten Signalmolekülen im Vergleich zu gelösten Varian-
ten, wie sie in den Übersichtsartikeln von Ito [207, 208] oder der Publikation von Makino et al. [178]
am Beispiel von LIF beschrieben wurde, konnte in den hier dargestellten Experimenten über den
betrachteten Zeitraum nicht nachgewiesen werden.
Eine stärkere STAT3-Aktivierung durch PEG7-Oberflächen konnte nicht festgestellt werden. Eine
reduzierte Antikörperzugänglichkeit wie auf POMA führt demnach nicht automatisch zu einer
90
5.2. Biologische Verfügbarkeit von immobilisiertem LIF
Abbildung 5.1.: Schematische Darstellung der für die Signaltransduktion zur Verfügung stehenden Oberflä-
chenverhältnisse
verringerten biologischen Verfügbarkeit des Zytokins. LIF ist ein eher starres Protein und besitzt
vier Helices, die zusammen mit zwei Disulfidbrückenbindungen das Zytokin stabilisieren [62, 63].
Lediglich der N-Terminus, der nicht an der Rezeptorbindung beteiligt ist, wird als sehr flexibel
beschrieben [61]. Aus diesem Grund werden Konformationsänderungen während der Immobili-
sierung eher eine untergeordnete Rolle spielen. Im Fall gravierender Konformationsänderungen
durch die Immobilisierung auf hydrophobem POMA hätten sich deutlich reduzierte bis inhibierte
Aktivierungen von STAT3 innerhalb der ersten Minuten ergeben müssen, da die spezifischen Re-
zeptoren (LIF-R und gp130) das Zytokin nicht hätten binden können. Wird das native Protein in
einer für die Rezeptorwechselwirkung günstigen Orientierung immobilisiert, sodass die Zytokin-
Bindungsdomänen der Rezeptorkomponenten an die entsprechenden Bindungsstellen auf LIF kop-
peln können, ist auch das immobilisierte LIF aktiv und kann Signale in die Zellen transduzieren.
Bei einer mit Antikörpern detektierten reduzierten Zugänglichkeit kann das Zytokin in gleicher
Orientierung trotzdem vollständig biologisch aktiv sein da die Bindungsstellen für die Rezeptor-
komponenten und die Epitope für die Antikörperbindung meist nicht die gleichen Regionen auf
dem Protein sind.
Die physisorptive Immobilisierung von LIF an Matrixkomponenten führt zu einer reversiblen Im-
mobilisierung, sodass Zellen das verankerte Zytokin lösen können und die Rezeptor-Untereinheiten
mit diesem freien Molekül wechselwirken wie mit im Medium gelöstem LIF. Gleiche Aktivierungs-
profile auf diesen Oberflächen entsprachen demnach den Erwartungen. Die Ausbildung gleicher
STAT3-Aktivierungsprofile bei LIF-Präsentation in gelöster und kovalent immobilisierter Form führ-
te zur Schlussfolgerung, dass auf allen MA-Copolymeren eine biofunktionelle kovalente Anbin-
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dung von LIF möglich war. Dabei zeigten sich im Gesamtverlauf der Profile keine die STAT-Aktivierung
reduzierenden Einflüsse, die allein auf die Immobilisierung des Zytokins zurückzuführen waren.
Eine biofunktionelle Immobilisierung hängt jedoch stark von den Eigenschaften der zu immobi-
lisierenden Proteine ab. Ein sehr flexibles Protein würde vor allem an hydrophoben Oberflächen
starke Konformationsänderungen erfahren und damit meist verbunden einen Aktivitätsverlust er-
leiden.
5.2.4. Aktivierung von Signalwegproteinen bei R1 mESC durch immobilisiertes LIF
Aufgrund der Quellung der PEMA-Schichten mit und ohne Spacer in wässriger Pufferlösung und
der daraus resultierenden undichten Zellkultur-Kavitäten konnten diese Oberflächen nicht bewertet
werden. Die Analyse der STAT-Aktivierung bei mESC der Linie R1 durch kovalent immobilisiertes
LIF auf POMA mit und ohne PEG7-Spacer (Abb. 4.15) ergab nach 72 Stunden Inkubationsdauer mit
steigender Belegungsdichte eine zunehmende Akkumulation von pSTAT3 im Zellkern. Die analy-
sierten Oberflächen zeigten untereinander bei gleicher Belegungsdichte keine signifikanten Unter-
schiede (p < 0,05) in der STAT3-Aktivierung. Auch die Rezeption von kovalent immobilisiertem
LIF (iLIF) durch sensitivere und LIF-abhängige embryonale Mausstammzellen zeigten keinen Un-
terschied in der biologischen Verfügbarkeit. Dies bestätigte die Unabhängigkeit der biologischen
Verfügbarkeit von der Antikörperzugänglichkeit, wie sie bereits im vorherigen Kapitel durch die
Fibroblasten beschrieben wurde. Eine mögliche höhere Aktivierung durch an flexible Spacer immo-
bilisierte Liganden wie sie im Übersichtsartikel von Ito [207] beschrieben wurde, konnte für das hier
analysierte System nicht festgestellt werden. Die Einführung eines Spacers erhöhte auch nicht die
biologische Verfügbarkeit des iLIF unter der Matrixbeschichtung. Zellen können auf der Oberfläche
migrieren und die Matrixkomponenten reorganisieren [136, 209], wodurch sie noch besseren Zu-
gang zum kovalent gebundenen LIF erhalten. Diese Eigenschaft ist jedoch von einer Kopplung des
Zytokins über PEG-Spacer unabhängig.
Die Aktivierung von STAT3 war durch die Immobilisierung von 8 oder 75 ng/cm2 iLIF oder durch
die Inkubation mit gelöstem LIF deutlich gegenüber 2 ng/cm2 iLIF oder der Referenz ohne Zy-
tokin erhöht. Dabei stimulierten die Belegungsdichten 8 oder 75 ng/cm2 iLIF ähnlich wie die Re-
ferenzprobe mit 10 ng/ml sLIF. Diese Beobachtung ließ eine maximal für die Zellen verwertbare
Belegungsdichte vermuten. Die Gesamtmenge LIF beträgt bei 8 ng/cm2 je Kulturkavität 2,7 ng und
liegt damit etwas über der Menge in Kavitäten mit gelöstem Zytokin (2 ng/Well sLIF). Die hohe Be-
legungsdichte 75 ng/cm2 iLIF ergab nahezu die zehnfache Menge LIF pro Kavität. Trotzdem wurde
in diesen Proben nicht mehr STAT3 aktiviert als bei 8 ng/cm2 iLIF. Dieses Sättigungsverhalten konn-
te auf das Detektionslimit der Zellen zurückgeführt werden. Die Anzahl der Rezeptorkomponenten
ist durch den Zelltyp festgelegt. Auf der Zelloberfläche steht somit je Oberflächeneinheit nur ei-
ne bestimmte Zahl Rezeptoren für die Detektion zur Verfügung. Entspricht die Belegungsdichte der
immobilisierten Liganden der Belegungsdichte der Rezeptoren an der Zelloberfläche, kann eine ma-
ximale Aktivierung des Signalweges durch vollständige Belegung der Rezeptoren erreicht werden.
Höhere Belegungsdichten des immobilisierten Liganden können von den Zellen nicht mehr aufge-
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löst werden und erhöhen somit die Aktivierung der Signalwegproteine nicht weiter. Bei der Analyse
der Aktivierung des Signalwegproteins STAT3 konnten zwischen den Oberflächen POMA und PO-
MA+PEG7 keine wesentlichen Unterschiede festgestellt werden. Bei den folgenden Betrachtungen
wurde deshalb nur die Oberfläche POMA für die kovalente Immobilisierung verwendet.
Die Aktivierung der Kinase ERK1/2 zeigte ebenfalls eine Abhängigkeit von der LIF-Belegungs-
dichte auf der analysierten Oberfläche POMA. Bei diesem Signalwegprotein konnte eine ähnliche
Aktivierung wie durch 10 ng/ml sLIF erst mit 75 ng/cm2 iLIF erreicht werden. Die Belegungsdich-
te für maximale Rezeptorbelegung mit iLIF lag zwischen 8 und 75 ng/cm2, konnte aber aufgrund
der durchgeführten Messungen nicht weiter eingegrenzt werden. Die möglicherweise verschiede-
nen Sättigungskonzentrationen für die maximalen Aktivierungen von STAT3 und ERK1/2 ließen
vermuten, dass trotz der Signaltransduktion durch die gleichen Rezeptoren intrazellulär zusätzlich
verschiedene Mechanismen existieren, die eine maximale Aktivierung nachfolgender Signalweg-
proteine unterschiedlich eingrenzen. Für beide Signalwege sollten für künftige Anwendungen die
maximalen LIF-Belegungsdichten durch feiner abgestufte Belegungsdichten ermittelt werden. Die
Einstellung der optimalen Belegungsdichten ist für eine kosteneffiziente Anwendung dieser Metho-
de im praktischen Einsatz vorteilhaft. Aus den Ergebnissen der Aktivierungen der Signalwegprote-
ine ERK1/2 und STAT3 war erkennbar, dass die Immobilisierung des Zytokins zu einer langanhal-
tenden Akkumulation der phosphorylierten Proteine im Zellkern führte. Das kovalent gekoppelte
LIF stimulierte bei hohen Belegungsdichten so effizient wie gelöstes LIF bei täglicher Erneuerung
durch den Mediumwechsel. In der Literatur wurde dieses Verhalten in den Publikationen von Ito
[207, 208] beschrieben. Durch eine Immobilisierung wird der Rezeptor-Ligand-Komplex stabilisiert.
Dies kann zu einer andauernden Aktivierung des Rezeptors führen, da die Internalisierung des
Komplexes und damit auch die Degradation eingeschränkt werden. Die Intensitäten der Aktivie-
rung durch immobilisierte Liganden liegen dabei im Bereich des Maximums der Stimulation mit
gelöstem Ligand. Diese Eigenschaft konnten in den hier präsentierten Untersuchungen bestätigt
werden.
Die Signalwege JAK/STAT3 und MAPK/ERK beeinflussen und regulieren sich gegenseitig. ERK
reguliert den JAK/STAT3-Signalweg, indem es JAK1 inhibieren [120], die Synthese von SOCS3 sti-
mulieren [121], den LIF-R degradieren oder seine Expression herabregulieren kann [118]. Durch ihr
Zusammenspiel kontrollieren die beiden Signalwege die Balance zwischen Selbsterneuerung und
Differenzierung [210]. ERK spielt bei der Differenzierung von Zellen eine wichtige Rolle. Nach der
Aktivierung durch die vorgeschaltete Signalkaskade reguliert ERK Gene zur Differenzierung und
ist so beispielsweise notwendig für die Entwicklung in mesodermale [211] oder endodermale Zel-
len [210] während der Embryogenese. Die Aktivierung von ERK beeinträchtigt dabei die Selbster-
neuerung embryonaler Stammzellen während die Inhibierung von ERK die Proliferation der ESC
fördert [212]. Die Blockierung der MAPK Signalkaskade behindert das Wachstum von Neuriten
und inhibiert damit die neuronale Differenzierung von PC12 Zellen [213]. Li et al. [214] berichteten
von neuraler Differenzierung embryonaler Mausstammzellen durch die Aktivierung von ERK1/2
und stellten dabei fest, dass zusätzlich zur erhöhten Phosphorylierung von ERK1/2 die Transloka-
tion von STAT3 in den Zellkern anstieg. Die Inhibierung von MEK dagegen reduzierte die STAT3-
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Aktivierung.
Ausgehend von den verschiedenen Auswirkungen der Signalwege auf die mESC (Erhaltung der
Selbsterneuerungskapazität durch pSTAT3 und Differenzierung durch pERK1/2) scheint das Ver-
hältnis zwischen diesen aktivierten Signalwegproteinen die Reaktion der mESC (Selbsterneuerung
oder Differenzierung) zu beeinflussen. Aus diesem Grund wurden die normierten Fluoreszenzin-
tensitäten der beiden aktivierten Signalwegproteine nach Stimulation mit 2 bis 75 ng/cm2 iLIF, mit
10 ng/ml sLIF und bei unstimulierten Proben verglichen. Dadurch sollte analysiert werden, ob die
Präsentationsform des Zytokins LIF einen Einfluss auf die ERK1/2- oder STAT3-Aktivierung und
dadurch auf die Zelleigenschaften ausübt. Die normierten Fluoreszenzen von pSTAT3 waren gegen-
über denen von pERK1/2 bei LIF-stimulierten Zellen in der Tendenz etwas erhöht. Diese Differen-
zen waren jedoch wie die Unterschiede der Intensitäten bei den beiden LIF-Präsentationsformen für
beide Signalwegproteine statistisch nicht signifikant. Die Präsentationsform des Zytokins übte so-
mit keinen erkennbaren Einfluss auf die beiden Signalwege aus. Auch das Verhältnis der aktivierten
Signalwegproteine schien nicht den Differenzierungsstatus der Zellen zu lenken.
Der Normierung der Fluoreszenzintensitäten lag eine detektierbare Aktivierung der Signalwegpro-
teine auch ohne LIF-Stimulation zugrunde. Davey et al. [215] publizierten, dass STAT3 bereits durch
sehr geringe LIF-Konzentrationen und auch ohne LIF aktiviert wird. Bei sehr geringen Konzen-
trationen wurde zudem nach 6 Stunden eine höhere STAT3-Aktivierung festgestellt als nach 72
Stunden. Diese Ergebnisse ließen die Autoren eine autokrine STAT3-Aktivierung vermuten. Da-
vey und Zandstra [216] beschrieben, dass ein sezernierter endogener Faktor, der nicht identisch
mit LIF war, zur Aktivierung von STAT3 führte und R1 mESC bei kurzfristiger Abwesenheit von
LIF vor der Differenzierung bewahrte. Langfristig benötigten die Zellen jedoch LIF, um die Akti-
vierung von STAT3 zu erhalten, die Expression stammzellspezifischer Transkriptionsfaktoren (z.B.
Oct4) zu realisieren und somit die Differenzierung zu verhindern. Durch die in vitro-Kultivierung
bildeten sich mESC-Kolonien aus, die sowohl mit als auch ohne LIF eine räumliche Abhängigkeit
der STAT3-Aktivierung (vom Koloniezentrum aus sinkend) erkennen ließen [216]. Die Aktivierung
von ERK1/2 hingegen reduzierte sich nur unter LIF-Einfluss und blieb ohne LIF überall auf dem ho-
hen Niveau des Koloniezentrums. Die Autoren schlugen zwei mögliche Ursachen als Erklärung vor.
ERK1/2 kann möglicherweise nicht durch alle (oder die gleichen) autokrinen gp130-Liganden ak-
tiviert werden wie STAT3. Außerdem könnten verschiedene Schwellenwerte von Liganden für die
Aktivierung von STAT3 oder ERK1/2 existieren. Zusammen mit den konstanten Verhältnissen der
ERK/STAT3-Aktivierungen (Abb. 4.16) zeichnet sich ein kompliziertes Zusammenspiel von ERK-
und STAT3-Aktivierung beim Erhalt des Stammzellstatus ab. Nicht die stärkere Aktivierung des
einen oder des anderen Signalwegproteins scheint über Selbsterneuerung oder die Einleitung der
Differenzierung zu entscheiden, sondern die Reaktion auf verschiedene Liganden-Schwellenwerte
oder die Dauer der Aktivierung der Signalwegproteine. Für die Evaluierung dieser Thesen könnten
die Aktivierungen der beiden Proteine bei feiner abgestuften Belegungsdichten in mehreren Zeitin-
tervallen analysiert werden um die Einflüsse der Stimulationsdauer und der Belegungsdichte auf
die R1 mESC zu beschreiben.
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5.2.5. Bestimmung des Stammzellcharakters der kultivierten mESC in vitro
Der Transkriptionsfaktor Oct4 ist im Mausorganismus auf totipotente und pluripotente Zellen be-
schränkt [124] und kann daher als Marker für den Stammzellcharakter der R1 mESC dienen. Die
Analysen der Fluoreszenzintensitäten (Abb. 4.17a) zeigte eine steigende Akkumulation von Oct4
im Zellkern bei zunehmender LIF-Belegungsdichte auf POMA. Auch bei Oct4 konnten mit den bei-
den höheren Belegungsdichten (8 und 75 ng/cm2 iLIF) ähnliche Fluoreszenzintensitäten wie durch
die Stimulation mit 10 ng/ml gelöstem LIF erzielt werden. Durchschnittlich erhöhte sich somit bei
diesen LIF-Belegungsdichten die Konzentration des Transkriptionsfaktors Oct4 in jeder einzelnen
Zelle (siehe Abschnitt zur Kalkulation Seite 67). Die Transkription stammzellcharakteristischer Gene
wurde dadurch erleichtert. Die kovalente Immobilisierung von LIF auf POMA erhöhte mit zuneh-
mender Belegungsdichte auch den Anteil der Oct4-positiven Zellen an der Gesamtpopulation und
unterschied sich bei 75 ng/cm2 (ca. 82 % Oct4-positive Zellen) nicht sehr stark von Proben mit ge-
löstem LIF (ca. 92 %). Im Vergleich dazu ergaben bei physisorptiver Assoziation auf POMA-Matrix
alle Belegungsdichten ähnliche Anteile (ca. 42 bis 50 %) wie die unstimulierte Referenz (ca. 42 %).
Diese Analyse zeigte, dass eine kovalente Kopplung des Zytokins LIF im Vergleich zur physisorpti-
ven Assoziation die embryonalen Mausstammzellen zuverlässiger in einem pluripotenten Stadium
halten kann.
Bei physisorptiver Assoziation des LIF an Matrixkomponenten fand durch den täglichen Medium-
wechsel während der dreitägigen Vorinkubation und der folgenden drei Tage Zellkultur eine an-
haltende Verdrängung des Zytokins von der Matrix ins Medium statt. Der Ligand stand nun nicht
mehr an der Oberfläche zur Verfügung und wurde in Lösung weiter verdünnt. Somit stand den R1
mESC immer weniger Zytokin für die Aufrechterhaltung ihrer Stammzelleigenschaften zur Verfü-
gung. Der nicht immobilisierte Ligand kann gebunden an den Rezeptor-Komplex von den Zellen
internalisiert, degradiert und der Signalweg dadurch unterbrochen werden. Bei kovalenter Immo-
bilisierung des Liganden wird der Rezeptor-Ligand-Komplex stabilisiert, da die Zellen ihn nicht in-
ternalisieren können [207, 208]. Dadurch wird die Degradation behindert und der Signalweg wird
über andere Mechanismen reguliert. Durch den stabilisierten Rezeptor-Ligand-Komplex steht das
Signalmolekül sofort nach dem Abklingen der Regulationsmechanismen erneut für die Aktivierung
der Signalkette zur Verfügung. Aus den Ergebnissen konnte geschlussfolgert werden, dass der Ein-
satz von kovalent an POMA immobilisiertem LIF mit steigender Belegungsdichte sowohl die Prä-
senz von Oct4 im Zellkern der einzelnen Zellen als auch die Anzahl Oct4-positiver Zellen erhöhte.
Der Stammzellcharakter stieg damit sowohl auf zellulärer als auch auf Populationsebene. Trotz der
stabilen kovalenten Immobilisierung und der zusätzlichen hydrophoben Wechselwirkungen konn-
ten die Zellen dieses iLIF erkennen und das Signal verarbeiten. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass mindestens ein Teil der LIF-Moleküle in einer nativen und für die Rezeptor-Wechselwirkung
geeigneten Konformation an der POMA-Oberfläche immobilisiert werden konnte. Wenn die Zellen
ihren Stammzellcharakter durch kovalent immobilisiertes LIF erhalten können, müssten sich die-
se R1 mESC nach der Aggregation mit Maus-Blastozysten an der Bildung lebensfähiger Chimären
beteiligen können.
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5.2.6. Analyse der pluripotenten Eigenschaften der R1 mESC in vivo
Embryonale Mausstammzellen (mESC) sind LIF-abhängig und beginnen innerhalb von 24 bis 36
Stunden nach LIF-Entzug mit der Differenzierung [200]. Dadurch verlieren die Zellen ihre pluripo-
tenten Eigenschaften. Auch wenn danach wieder LIF zum Medium gegeben wird, differenzieren
die mESC aus, da die initialen Vorgänge für die Differenzierung bereits eingeleitet wurden (point of
no return) [200]. Durch die Experimente im Mausmodell sollte bestimmt werden, ob kovalent im-
mobilisiertes LIF allein in der Lage ist, die Pluripotenz der R1 mESC zu erhalten. Dafür wurden die
Zellen unter verschiedenen Konditionen mit LIF stimuliert (8 ng/cm2 iLIF auf POMA, je 10 ng/ml
sLIF auf den Referenzoberflächen POMS und Gewebekulturplatte) und 6 bis 8 Passagen kultiviert
(siehe Kapitel 4.8.2 Seite 72). Bei allen Kultivierungsvarianten konnten bei einigen Jungmäusen ge-
scheckte Felle und dunklere Augen festgestellt und damit die Beteiligung der R1 mESC an der Bil-
dung lebensfähiger Chimären nachgewiesen werden. Eine wesentliche Änderung der Häufigkeit
der Formation von Chimären (Tab. 4.4) durch den Einfluss von Oberflächencharakteristik oder der
Darbietungsform des Zytokins LIF wurde nicht beobachtet. Murine ESC benötigen Oct4 [217] und
die dauerhafte Bereitstellung von LIF [200] um nicht zu differenzieren. In den in vitro-Experimenten
zeigte die kovalente Immobilisierung von 8 ng/cm2 LIF keine signifikanten Unterschiede in den
Fluoreszenzintensitäten von Oct4 im Zellkern im Vergleich zu 10 ng/ml sLIF (Abb. 4.17a). Auch in
der in vivo-Studie reichte die Immobilisierung von 8 ng/cm2 iLIF aus, um gleiche Anteile lebensfä-
higer Chimären wie durch sLIF zu erzeugen. Die Studie zeigte, dass ein Teil der Zytokin-Moleküle
in einer nativen Konformation und einer für den Rezeptorkomplex bindungsfähigen Orientierung
immobilisiert wurde. Die Rezeptor-Untereinheiten waren in der Lage, mit diesem oberflächenge-
bundenen LIF zu wechselwirken und die Signaltransduktion einzuleiten, die das Stammzellpoten-
tial und die Pluripotenz erhielten. Die Geburt von chimären Jungtieren zeigte den erfolgreichen
Erhalt des Stammzellpotentials durch kovalent immobilisiertes LIF ohne die zusätzliche Zugabe
von gelöstem Zytokin. Das kovalent gebundene LIF stand den mESC dauerhaft zur Verfügung und
konnte die Differenzierung der mESC während der Kultivierung über mehrere Passagen hinweg
verhindern.
5.3. Schlussfolgerungen
Die kovalente Immobilisierung von LIF auf MA-Oberflächen als auch die Spacer-Modifizierung fol-
gen trotz verschiedener physiko-chemischen Eigenschaften der MA-Copolymere bei allen Oberflä-
chen dem gleichen Reaktionsprinzip: spontane Reaktion (rezyklierter) Carbonsäureanhydride mit
Aminogruppen unter milden Bedingungen aus wässrigen Pufferlösungen. Diese Eigenschaften der
Reaktionschemie sind vorteilhaft für die Proteine, da diese nicht durch Lösungsmittel, vorherige
Modifikationen oder den Einsatz nachgelagerter Behandlungen wie beispielsweise UV-Bestrahlung
geschädigt oder ihrer biologischen Funktion beeinträchtigt werden. Gleichzeitig konnte durch die
direkte Kopplung von LIF an MA-Copolymere die Immobilisierung von der Beschichtung mit Ma-
trix-Komponenten getrennt werden. Durch Variation der Co-Monomere kann die Hydrophilie ein-
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gestellt werden, ohne dabei die Chemie der Kopplungsmethode zu verändern. Dadurch ergibt sich
die Möglichkeit, grundlegende Eigenschaften eines Modellsystems oder einer Nische zu modulie-
ren. Da die Probenträger vor der LIF-Immobilisierung sterilisiert wurden, konnte die kovalente Bin-
dung bereits unter sterilen Bedingungen stattfinden und so eine nachträgliche Desinfektion vermie-
den werden.
Ebenso wie bei Makino et al. konnte auch in der eigenen Arbeit die Aktivierung von STAT3 und die
Expression von Oct4 durch sowohl gelöstes als auch durch das kovalent immobilisierte LIF festge-
stellt werden. Durch die eigenen Ergebnisse konnte kein Ausbleiben der STAT3-Aktivierung und
Oct4-Expression in den Referenzproben ohne LIF beschrieben werden, wohl aber deutlich geringe-
re Werte als nach LIF-Stimulation mit beiden Präsentationsformen (gelöst oder immobilisiert). Dass
eine Aktivierung von STAT3 in geringem Maße auch unter Abwesenheit von LIF oder bei sehr ge-
ringen LIF-Konzentrationen stattfindet, beschrieben Davey et al. [215]. Die kovalente Bindung von
LIF mit Hilfe der von Makino et al. [178] publizierten Methode weist einige Nachteile auf. Das Zyto-
kin konnte durch Trocknen oder die UV-Behandlung möglicherweise bereits vor dem Einsatz in der
Zellkultur geschädigt worden sein. Bei der angewandten Präparationsmethode wurde das LIF zu-
fällig orientiert in der Gelatine gebunden. Welcher Anteil sich dabei direkt an der Oberfläche befand
und somit für die Zellen als zugänglich erwies, wurde in dieser Publikation nicht analysiert.
Aus der Aktivierung von Signalwegproteinen durch kovalent immobilisiertes LIF bei Mausfibro-
blasten und mESC sowie aus der erfolgreichen Beteiligung der in vitro expandierten mESC an der
Formation lebensfähiger Chimären konnte auf eine biologisch funktionelle Immobilisierung ge-
schlossen werden. Mindestens ein Teil der LIF-Moleküle wurde nicht über Lysine (Lys) in den Po-
sitionen 153 oder 159 immobilisiert. Diese beiden Aminosäuren liegen direkt in der Bindungsstelle
Site III des Zytokins und wechselwirken mit der Immunglobulin ähnlichen Domäne (IgD) des LIF-R
[82]. Eine kovalente Immobilisierung von LIF über diese Lysine verhindert die Rezeptorerkennung
und nachfolgend die Signaltransduktion. Durch die Zuordnung von Lys27 und Lys114 zur Bin-
dungsstelle Site II sowie die räumliche Nähe von Lys102, Lys136 und Lys160 zur Bindungsstelle
Site III4 könnte eine kovalente Bindung über diese Seitenketten das Zytokin ebenfalls in eine für
die Rezeptor-Wechselwirkung ungünstige Orientierung zwingen und so die Erkennung durch die
Rezeptor-Untereinheiten erschweren oder verhindern. Lysine in den Positionen 58, 77, 79 und 170
liegen nicht in der Nähe der für die Signaltransduktion wichtigen Bindungsstellen. Eine Kopplung
über diese Aminosäuren wäre für die Wechselwirkungen mit gp130 und dem LIF-R wahrscheinlich
weniger hinderlich. Über welche und wie viele Lysine letztendlich die Immobilisierung erfolgte,
konnte durch die Experimente dieser Arbeit jedoch nicht geklärt werden.
Das Zusammenspiel von Zugänglichkeit, der Möglichkeit zur Einstellung definierter Belegungs-
dichten sowie der homogenen und biofunktionellen Immobilisierung auf den MA-Copolymeren
zeichnet diese Präparationsmethode als ein geeignetes Modellsystem z.B. für die Kultivierung von
embryonalen Mausstammzellen aus. Die biofunktionelle Immobilisierung ist entscheidend für die
4 Die dreidimensionale Struktur und die Lage der Aminosäurereste wurden mit Hilfe der in der Proteindatenbank
UniProt gespeicherten Koordinaten [62] mit Hilfe des Programmes RasMol visualisiert. Die Charakterisierung der
Rezeptorbindungsstellen erfolge anhand der in Tabelle 2.2 angegebenen Referenzen.
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erfolgreiche Kultivierung unter Ausschluss des gelösten Zytokins. Durch die Einstellung der defi-
nierten Belegungsdichten kann in späteren Anwendungen die für die Zellen zur Verfügung stehen-
de Zytokindosis kontrolliert werden. Da das Zytokin direkt an der Oberfläche der MA-Dünnschich-
ten immobilisiert und nicht beispielsweise durch die Einbettung in dickeren Matrices vor den Zellen
verborgen wurde, können die Zellen mit allen für die Rezeptorbindung günstig orientierten LIF-
Molekülen wechselwirken. Die homogene Belegungsdichte auf den Oberflächen stellt dabei sicher,
dass den Zellen in allen Bereichen des Trägers gleiche Zytokinmengen zur Verfügung stehen.
Für einen späteren Einsatz in Therapie oder Forschung müssen auch wirtschaftliche Betrachtungen
einbezogen werden. Bei der Immobilisierung wurden abhängig von der Oberflächencharakteristik
verschiedene Effizienzen für die Immobilisierung ermittelt. Nach drei Tagen Vorinkubation konn-
ten durchschnittlich auf PEMA 16 ± 2 %, auf POMA 14 ± 4 %, auf PEMA+PEG7 9,8 ± 0,8 %,
auf POMA+PEG7 6,4 ± 0,5 % und auf POMA-Matrix 11 ± 2 % des insgesamt eingesetzten LIF
detektiert werden. Diese Werte liegen etwas höher als die von Kapur und Shoichet [174] publizier-
te Immobilisierungseffizienz von NGF (3,4 %) bei der Photoimmobilisierung an Poly(2-hydroxy-
ethylmethacrylat) (PHEMA). Die Effizienz scheint bei erstmaligem Einsatz eines so präparierten
MA-Copolymer-Trägermaterials eher gering. Die Immobilisierung des starren LIF [62, 63] an den
MA-Copolymeren führt aber zu einer zusätzlichen Stabilisierung des Zytokins und damit zu lange
verwendbaren Kultursystemen. Die Stabilität der Immobilisierung nach einer Vorinkubation wur-
de durch die Analysen zur LIF-Verdrängung durch proteinhaltiges Kulturmedium bestätigt. Durch
die Experimente mit R1 mESC konnte nachgewiesen werden, dass kovalent immobilisiertes LIF
das gelöste sLIF vollständig ersetzen und dadurch dessen tägliche Zugabe über das Kulturmedium
ersparen kann. Durch die Ermittlung der optimalen Belegungsdichte, die ein bestimmter Zelltyp
aufgrund seiner Rezeptordichte oder Signalwegaktivierung noch auflösen kann, kann eine Immo-
bilisierung von zu hohen Belegungsdichten eingeschränkt werden. Die kovalente Immobilisierung
kann somit unter bestimmten Aspekten sehr kosteneffizient werden.
Kovalent an MA-Copolymere immobilisiertes LIF ist biofunktionell verankert und in der Lage, oh-
ne Zusatz des Zytokins in gelöster Form Signalwege zu aktivieren und die Pluripotenz muriner
embryonaler Stammzellen zu erhalten. Die LIF-Immobilisierung über MA-Copolymere ermöglichte
dabei den direkten Vergleich zwischen frei diffundierendem und kovalent gebundenem LIF. Damit
eignen sich diese Oberflächen auch für die in vitro-Analyse der Signalgebung von Proteinen, die
in vivo in gelöster und immobilisierter Form auftreten. Durch die Stimulation mit definierten Bele-
gungsdichten konnten dosisabhängige Aktivierungen von Signalwegproteinen STAT3 und ERK1/2
sowie die Expression des Transkriptionsfaktors Oct4 gezeigt werden. Dies eröffnet die Möglich-
keit zur Bestimmung von Schwellenkonzentrationen immobilisierter Proteine für die Aktivierung
von Signalwegen. Eine weitere mögliche Anwendung der MA-Copolymere in Kombination mit im-
mobilisierten Wachstumsfaktoren oder Zytokinen könnte im Bereich der Stammzelldifferenzierung
liegen. Unter wässrigen Lösungen ist das Quellverhalten der MA-Copolymere POMA und PEMA
sehr verschieden. Daraus ergeben sich möglicherweise verschiedene Steifigkeiten der Oberflächen.
Analysen dazu wurden bisher nicht durchgeführt. Aus der Literatur ist bekannt, dass die Steifigkeit
der Oberfläche Einfluss auf die Differenzierung von Stammzellen ausübt. So differenzieren mesen-
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chymale Stammzellen auf harten Oberflächen bevorzugt osteogen, auf weniger harten Unterlagen
bevorzugt myogen. Neuronale Stammzellen differenzieren auf sehr weichen Oberflächen in Neuro-
nen und auf weniger weichen in Gliazellen [218]. Durch die Kombination von Oberflächensteifigkeit
und immobilisierten Differenzierungsfaktoren würden dann die MA-Copolymere auch ein Modell-
system für Differenzierungsstudien darstellen.
Die in dieser Arbeit vorgestellten Analysen ergaben keine wesentlichen Unterschiede in der Signal-
transduktion bei Mausfibroblasten der Linie NIH3T3 durch kovalent immobilisiertes LIF (iLIF) auf
den Oberflächen PEMA, PEMA+PEG7, POMA und POMA+PEG7. Die Ergebnisse zeigten, dass
auch bei mESC die Aktivierung von STAT3 durch iLIF nicht durch die Wahl der Oberfläche (PO-
MA mit oder ohne PEG7) beeinflusst wurde. In künftigen Anwendungen ist der Einsatz des Spacers
nicht notwendig. Die Präparation von POMA+PEG7 erfordert zudem mehr Materialeinsatz und Ar-
beitsaufwand als reine POMA-Modifizierungen. Bei der Immobilisierung von LIF zur Kultivierung
von mESC ist der Einsatz von POMA+PEG7 auch aus wirtschaftlicher Sicht nicht sinnvoll. Auf PE-
MA zeigte LIF auch ohne Spacer eine gute Zugänglichkeit für spezifische Antikörper, sodass auch
bei dieser Oberfläche die zusätzliche Modifizierung mit PEG7 nicht notwendig sein sollte.
Auch andere Zytokine können an MA-Copolymere funktionell und zeitlich stabil kovalent im-
mobilisiert werden. Eine Einstellung stabiler Belegungsdichten nach Inkubation in serumhaltigen
Zellkulturmedium auf den Copolymeren POMA und POMA+PEG7 konnte innerhalb der Arbeits-
gruppe auch am Zytokin Stammzellfaktor (SCF, stem cell factor) nachgewiesen werden [219]. SCF-
abhängige Suspensionszellen der Linie M-07e zeigten eine mit der Belegungsdichte steigende Pro-
liferation nach 6 Tagen in Kultur. Die Beurteilung der vier verschiedenen MA-Oberflächen auf ihre
Eignung zur biofunktionellen Kopplung anderer Proteine erfordert eine erneute Betrachtung. Auf-
grund einer anderen Primär- und Tertiär-Struktur eines weiteren Proteins können sich die Bedin-
gungen für eine funktionelle Immobilisierung von denen für LIF unterscheiden und eventuell eine
Spacer-modifizierte Oberfläche erfordern.
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Ausgehend vom Bedarf an Kultur- oder Modellsystemen für die Expansion von (embryonalen)
Stammzellen sollte in dieser Arbeit analysiert werden, ob alternierende Maleinsäureanhydrid (MA)-
Copolymere ein geeignetes Trägersystem für die biofunktionelle kovalente Immobilisierung spe-
zifischer Zytokine sind und dadurch unter anderem als künstliche Stammzellnische Anwendung
finden können. MA-Copolymere eignen sich aufgrund ihrer spontanen Reaktion mit Aminogrup-
pen für die Immobilisierung von Proteinen. Das Zytokin LIF (Leukemia inhibitory factor) existiert in
vivo auch in immobilisierter Form und ist in embryonalen Mausstammzellen (mESC) allein in der
Lage, das Stammzellpotential dieser Zellen zu erhalten. Aus diesem Grund ist es für die Analyse
der Aufgabenstellung geeignet. Nach der Charakterisierung LIF-modifizierter Oberflächen wurde
die biologische Verfügbarkeit des kovalent immobilisierten Zytokins mit Hilfe von LIF-sensitiven
Fibroblasten und mESC der Linie R1 überprüft. Anschließend wurde im Mausmodell in vivo der
Erhalt der Pluripotenz der mESC durch immobilisiertes LIF analysiert.
Mit Hilfe von radioaktiv markiertem LIF konnte gezeigt werden, dass die Gesamtbeladungsmenge
mit LIF von den Eigenschaften der MA-modifizierten Träger abhing. Auf Poly(ethylen-alt-male-
insäureanhydrid) (PEMA) konnten mit steigenden Immobilisierungskonzentrationen höhere Bele-
gungsdichten an der Oberfläche erreicht werden, die im analysierten Bereich eine lineare Abhän-
gigkeit zeigten. Aufgrund der starken Quellung in wässrigen Lösungen war eine Einlagerung von
LIF-Molekülen in die Polymerschicht möglich und führte bei hohen Immobilisierungskonzentra-
tionen auch nach 3 Tagen Inkubation mit proteinhaltigem Medium noch zur Verdrängung nicht
kovalent gebundener Zytokinmoleküle aus PEMA-Oberflächen. Obwohl ein Teil des LIF in die Po-
lymerschicht eindrang, war der Großteil der Moleküle für einen spezifischen Antikörper zugäng-
lich. Hydrophobe Oberflächen mit Poly(octadecen-alt-maleinsäureanhydrid) (POMA) konnten bei
hohen Immobilisierungskonzentrationen weniger LIF binden und zeigten Sättigungsverhalten der
Oberflächen bei einer Belegungsdichte von 178 ng/cm2 LIF. Eine Freisetzung von LIF nach mehr als
3 Tagen konnte nicht beobachtet werden. Gleichzeitig war hier aufgrund der hydrophoben Polymer-
seitenketten die Antikörperzugänglichkeit deutlich reduziert. Wegen des geringen Quellungsver-
haltens von POMA in wässrigen Lösungen konnte eine Einlagerung des immobilisierten Zytokins
in die Polymerschicht ausgeschlossen werden.
Die kovalente LIF-Immobilisierung über Polyethylenglykol (PEG7)-Spacer führte im Vergleich zu
den nicht PEG-modifizierten Oberflächen PEMA und POMA zu jeweils geringeren Belegungsdich-
ten, ohne dabei den Charakter der Abhängigkeit von der Immobilisierungskonzentration zu verän-
dern (linear für PEMA+PEG7, Sättigung für POMA+PEG7). Die schlechte Antikörperzugänglich-
keit von immobilisiertem LIF auf POMA konnte durch die Einführung des PEG7-Spacers deutlich
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verbessert werden und erreichte einen Wert ähnlich dem der hydrophilen PEMA-Oberflächen. Ko-
valent immobilisiertes LIF zeigte auf den vier MA-Oberflächen homogene und definiert einstellbare
Belegungsdichten auf den einzelnen Proben. Die physisorptive Immobilisierung von LIF an extra-
zelluläre Matrixkomponenten auf hydrolysiertem POMA führte zu inhomogenen und bereits bei ge-
ringen Immobilisierungskonzentrationen instabilen Belegungsdichten. Die Einstellung definierter
Belegungsdichten und die homogene Verfügbarkeit des Zytokins sind für die spätere Anwendung
bei der Kultivierung wichtig, da so allen Zellen die gleiche definierte Zytokindosis unabhängig von
der Oberflächencharakteristik präsentiert wird und Populationsunterschiede vermieden werden.
LIF-sensitive Mausfibroblasten der Linie NIH3T3 reagierten auf immobilisiertes LIF mit der Ak-
tivierung des Signalwegproteins STAT3. Durch den direkten Vergleich von Aktivierungsprofilen
zwischen gelöstem und immobilisiertem LIF konnte gezeigt werden, dass durch beide Präsentati-
onsformen innerhalb der ersten 15 Minuten nach Stimulationsbeginn eine starke Aktivierung von
STAT3 erfolgt, die anschließend wieder abklingt. Die Profile beider Präsentationsformen unterschie-
den sich in ihren Intensitäten nur bei der starken STAT3-Aktivierung. Dabei ergaben sich bei gelös-
tem LIF aufgrund der größeren Kontaktfläche mit Zytokin (gesamte Zelloberfläche) etwas stärke-
re Aktivierungen. Mit Hilfe der sehr ähnlichen Aktivierungsprofile konnte nachgewiesen werden,
dass das Zytokin LIF für Zellen zugänglich an MA-Copolymere mit und ohne Spacer-Modifizierung
immobilisiert werden kann. Dabei lag ein Teil der Moleküle in einer Konformation und Orientie-
rung gebunden vor, die die Funktionalität des Zytokins erhalten konnten. Zwischen den Oberflä-
chen mit kovalenter LIF-Immobilisierung konnten keine wesentlichen Unterschiede in der STAT3-
Aktivierung festgestellt werden. LIF war an all diesen Oberflächen für die LIF-sensitiven NIH3T3
Mausfibroblasten biologisch verfügbar.
LIF-abhängige embryonale Mausstammzellen (mESC) reagierten nach 72 Stunden LIF-Stimulation
mit der Aktivierung von STAT3. Bei Belegungsdichten ab 8 ng/cm2 kovalent immobilisiertem LIF
auf POMA mit und ohne PEG7-Spacer konnten ähnliche Aktivierungen wie durch die Stimulati-
on mit gelöstem LIF festgestellt werden. Dies bestätigte die biofunktionelle LIF-Immobilisierung.
Zwischen den POMA-Oberflächen mit und ohne PEG7 war dabei kein deutlicher Unterschied er-
kennbar. Eine reduzierte Zugänglichkeit des Antikörpers auf POMA beeinflusste demnach die bio-
logische Verfügbarkeit des Zytokins für die mESC nicht. Der Erhalt des Stammzellpotentials durch
kovalent an POMA gebundenes LIF konnte in vitro durch die Präsenz von Oct4 im Zellkern der
mESC nachgewiesen werden. Durch die instabile Immobilisierung bei physisorptiver Assoziation
des Zytokins an Matrixkomponenten über hydrolysiertem POMA reduzierte sich der Erhalt des
Stammzellpotentials auf diesen Oberflächen stark. Kovalent immobilisiertes LIF konnte auch nach
Kultur über mehrere Passagen hinweg die Pluripotenz der murinen ESC erhalten. Nach der Fusion
mit Blastozysten beteiligten sich diese kultivierten Zellen in vivo erfolgreich an der Bildung von Chi-
mären. Dabei konnten keine Unterschiede der Chimärenhäufigkeit zwischen der Kultivierung der
mESC mit gelöstem oder kovalent an POMA immobilisiertem LIF festgestellt werden. Kovalent an
MA-Copolymere immobilisiertes LIF ist demnach in der Lage, gelöstes LIF vollständig zu ersetzen
und über mehrere Passagen hinweg allein das Stammzellpotential von mESC zu erhalten.
Die Experimente zeigten, dass sich MA-Copolymere für die funktionelle kovalente Immobilisierung
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von Signalmolekülen eignen. Dabei konnten keine starken Unterschiede bei der Reaktion der Zellen
auf die Oberflächen PEMA oder POMA festgestellt werden. Auch die Einführung eines zusätzlichen
Spacers war für die Signaltransduktion nach Stimulation mit kovalent immobilisiertem LIF nicht
notwendig. Für künftige Arbeiten zur kovalenten Immobilisierung von LIF an MA-Copolymeren
ist deshalb aus Stabilitäts- und Effizienzgründen die Oberfläche POMA zu favorisieren. Diese Fa-
vorisierung kann jedoch aufgrund der unterschiedlichen Tertiärstruktur anderer Proteine und ihrer
verschiedenen Steifigkeiten sowie bei der Verwendung anderer Zelltypen nicht automatisch über-
nommen werden. Die Verwendung hydrophiler Oberflächen oder die Kopplung über Spacer sollte
demnach in Abhängigkeit vom zu immobilisierenden Protein und den auszusiedelnden Zellen ge-
prüft werden. Die vorgestellte Kopplungsmethode umgeht die Modifikation des Proteins sowie Be-
handlungen zur Vernetzung des Zytokins. Die Immobilisierungsreaktion ist bei Raumtemperatur
und Umgebungsdruck sowie unter sterilen Bedingungen durchführbar. Immobilisierte Zytokine
werden homogen kovalent an der Oberfläche gebunden und sind dort für die Zellen zugänglich.
Außerdem ermöglicht die Einstellung definierter Belegungsdichten die gezielte Applikation von
Zytokindosen. MA-Copolymere sind somit nicht nur für die Kultivierung von Stammzellen unter
Erhaltung des Stammzellstatus einsetzbar, sondern eignen sich auch für Differenzierungsstudien.
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A. Anhang
A.1. Ergänzende Informationen zum Leukemia inhibitory factor
A.1.1. Synonyme von LIF
Tabelle A.1.: Zusammenstellung der verschiedenen bekannten Synonyme für LIF [48–56, 59].
Synonyme
LIF Leukemia inhibitory factor
D-factor Differentiation factor
D-factor Differentiation stimulating factor
DIF Differentiation inducing factor
DIA Differentiation inhibitory activity
DRF Differentiation retarding factor
HSF-II / -III Hepatocyte stimulating factor II / III
CDF Cholinergic differentiation factor
CNDF Cholinergic neuronal differentiation factor
HILDA Human Interleukin for DA cells
MLPLI Melanoma-derived lipoprotein lipase inhibitor I
OAF Osteoclast activating factor
ESCGF Embryonic stem cell growth factor
GATS Growth stimulatory activity for TS1 cells
MCGEF Mast cell growth-enhancing factor
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A.1.2. LIF und LIF-R exprimierende Zellen
Tabelle A.2.: Übersicht über LIF sezernierende [48–50] (soweit nicht anders angegeben) und LIF-Rezeptor
exprimierende [48] Zellen und Gewebe.
LIF-Sekretion Rezeptor-Expression
• T-Lymphozyten, Monozyten, Ma-
krophagen
• Lymphozyten, Monozyten, Makro-
phagen, Megakaryozyten
• Osteoblasten • Osteoblasten
• Fibroblasten, Keratinozyten • Fibroblasten
• Astrozyten, neuronales Gewebe
nach Verletzung, Hypophyse
• autonome Neuronen, einige sen-
sorische Neuronen, innere Schicht
des adrenalen Cortex
• Stromazellen, Lunge, Thymus,
Herzmuskel, Nieren
• Leberparenchymzellen, Adipozy-
ten, Endothelzellen
• Trophectoderm der Blastozyste
[220], Plazenta [221], Uterusdrüsen
[222]
• Innere Zellmasse der Blastozyste,
Plazenta [221], Decidua [221]
• verschiedene Tumorzellen und Tu-
morzelllinien
• Tumorzellen [223]
A.1.3. Funktionen des Zytokins LIF im Organismus
Tabelle A.3.: Funktionen von LIF in verschiedenen Körpersystemen. Zusammenstellung soweit nicht anders
angegeben nach [48–56].
Funktionen des LIF
Muskulatur
Stimulation der ansonsten langsamen Proliferation von humanen und murinen
Myoblasten, Verbesserung der Muskelfaserregeneration in vivo, Reduktion der
Apoptose in Herzmuskelzellen (auch in vitro)
Knochen-Metabolismus
Induktion der Calciumfreisetzung aus dem Knochen in vitro, regulatorische Funkti-
on durch sowohl katabolischen als auch anabolischen Effekt
Fortsetzung Tabelle A.3 siehe Folgeseite
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Fortsetzung Tabelle A.3
Funktionen des LIF
Hämatopoese
Regulation der Hämatopoese, Stimulation der Zellteilung hämatopoetischer Stamm-
zellen
Haut
Stimulation der Proliferation neonataler epidermaler Mausfibroblasten
Nervensystem
Induktion verschiedener Neurotransmitter, Stimulation der Regeneration sensori-
scher Nerven, Erhalt neuronaler Explantate in vitro
Lipid-Metabolismus
Inhibierung der Lipoproteinlipase und der Aufnahme von Triacylglyceriden in Adi-
pozyten (führt zu Fettsäureabbau in den Adipozyten und zu Gewichtsverlust)
Hepatische Funktion
Regulation der Entzündungsreaktion durch Stimulation der Acute-phase-Proteine in
der Leber
Niere
Differenzierung von mesenchymalen Zellen zu Glomeruli und Tubuli im Zusam-
menspiel mit TGF-β
Geschlechtsorgane und Hormonstatus
Unterstützung der Proliferation von primordialen Keimzellen, Unterstützung der
Entwicklung von Primordialfollikeln in Primärfollikel, Unterstützung der Differen-
zierung von Spermatozyten
Embryogenese und Schwangerschaft
Erhalt des undifferenzierten und pluripotenten Potentials in murinen ESC, Vermitt-
lung der Implantation der Blastozyste in den Uterus (LIF ist dafür auch beim Men-
schen unersetzlich, keine Implantation bei fehlendem LIF)
Krebserkrankungen
Stimulation der Proliferation von Krebszellen beispielsweise bei Brustkrebs [223]
HIV
Inhibierung von HIV-1 in Placenta und Thymusgewebe in Organkultur [224], Ver-
hinderung des Durchtritts von HIV-1 durch die Plazentaschranke
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A.2. Verwendete Geräte, Materialien und Zellkulturmedien
Tabelle A.4.: Verwendete Arbeitsgeräte
Gerätebezeichnung Hersteller
Arrayscan Fluoreszenzmikroskop Cello-
mics
Cellomics, Pittsburgh, PA
Autoklav Systec DX-23 Systec
Brutschrank Hera cell 150 Heraeus
Ellipsoemeter Sentech SE400adv Sentech Instruments GmbH, Berlin
Fluoreszenzmikroskop Leica DIMRE2 Leica Microsystems GmbH
Gamma-Zähler Umo LB 123 Berthold Technologies
Kontaktwinkelmessgerät OCA30 Dataphysics
Laborwaage CP224S Satorius
Laborzentrifuge Labofuge 400R Heraeus
Lichtmikroskop Olympus IX 50 Olympus Europa Holding GmbH
Laserscanning Zytometer LSC2 Compucyte
Laserscanning Mikroskop Leica TCS SP1 Leica Microsystems GmbH
Magnetrühr- / Heizplatte RCT Basic IKA Labortechnik
Microplate Reader Genios Tecan
Minishaker MS2 (Vortex) IKA Labortechnik
Nullellipsometer ELX-02-C Dr. Riss Ellipsometerbau GmbH, Rat-
zeburg
pH Elektrode InLab Micro Mettler Toledo
pH Meter pH538 WTW Wissenschaftlich-Technische
Werkstätten GmbH, Weilheim
Plasmaanlage Micro Sys Roth & Rau, Wüstenbrand
Rotationsschüttler KS250 basic IKA Labortechnik
Rotationsverdampfer R-205 mit Wasser-
bad B-490
Büchi
Spincoater RC5 mit Kontrolleinheit CT62 Karl Suss, Saint-Jeoire, Frankreich
Sterilwerkbank Heraeus
Thermostat ETS-D4 fuzzy IKA Labortechnik
Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus
Trockenschrank Heraeus
Ultraschallbad Sonorex Super 10P Bandelin
Vakuumtrockenschrank Vacutherm Heraeus
Vakuumpumpeinheit zum Rotationsver-
dampfer PC610
Vacuubrand GmbH& Co.KG Wert-
heim
Fortsetzung Tabelle A.4 siehe Folgeseite
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Fortsetzung Tabelle A.4
Gerätebezeichnung Hersteller
Wasserbad Memmert
Zellzählgerät Casy1 Schärfe Systems
Tabelle A.5.: Verwendete Reagenzien und Materialien
Produkt Produkt-
nummer
Hersteller
125I gelabeltes LIF 2010 GE Healthcare UK Li-
mited
Aceton p.A. 176800010 Acros Organics
Ammoniumhydroxid 28-30 % 205840010 Acros Organics
APDMS, 3-Aminopropyldimethylmono-
ethoxysilan
SiA0603.0 ABCR GmbH & Co.KG
β-Mercaptoethanol M-6250 Sigma
β-Mercaptoethanol M-3148 Sigma
Boratpuffer pH = 8 82573 Fluka
BSA, IgG-frei (Rinderserumalbumin) A-7030 Sigma
CaCl2 (Calciumchlorid), Krümel für
Trockenrohr
A119.1 Roth
CaCl2 (Calciumchlorid), Pulver 1.02378.0500 Merck
Deckel für Microwellplatte 263339 Nunc
Deckgläser verschiedene Menzel
Dichlormethan 3603-2 Caldeon
Dichlormethan p.A. 1.06050.1000 Merck
DMEM 4,5 g/l Glukose (für NIH3T3) 31966021 Gibco
DMEM 4,5 g/l Glukose (für R1 mESC) 11960 Gibco
DMSO (Dimethylsulfoxid), steril D2650 Sigma
EDC (N-(3-Dimethylaminopropyl)-N-
ethylcarbodiimid hydrochlorid)
E-1769 Sigma
EIA/RIA Stripwell Platte 2592 Corning
Einwegmaterial für Zellkultur diverse TPP, Greiner BioOne,
Roth, Corning
ELISA-Kit LIF MLF00 R & D Systems
Eselserum 017-000-121 Jackson Immuno Rese-
arch
Fortsetzung Tabelle A.5 siehe Folgeseite
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Fortsetzung Tabelle A.5
Produkt Produkt-
nummer
Hersteller
Ethanol p.A. 20821,33 VWR
Ethanol, vergällt Alkoholhandelskontor
GmbH, Berlin
Eukitt O. Kindler
FBS (ES-qualified) 30070.03E Hyclone
FBS (für NIH3T3) S0115 Biochrom AG
Fibronektin F1141 Sigma
Flexiperm Micro 12 90011436 Greiner BioOne GmbH
Flexiperm Slide 8 90032039 Greiner BioOne GmbH
Formaldehyd 37 % F-1635 Sigma
Formaldehyd 37 % FX0410-450 Merck
Gelatine B G9131 Sigma
Glasplatten 75×111 mm 0102999193 Marienfeld GmbH &
Co. KG
Glutamax I Supplement 35050 Gibco
Glycerol 87 % 17-1325-01 PlusOne
H2SO4 (Schwefelsäure 96 %, rauchend) 133610010 Acros Organics
HBSS Hanks balanced salt solution 14175 Gibco
Hoechst 33342 B2261 Sigma
humanes Serum, Konserven (zum Isolie-
ren von Fibronektin)
Universitätsklinikum
Carl-Gustav-Carus
Dresden
Isopropanol p.A. 184130010 Acros Organics
KH2PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat) 1.04875.1000 Merck
Kollagen Typ 1 Pure Coll 5409 Inamed
Knockout Serumersatz 10828 Gibco
L-Glutamin 100x 25030 Gibco
Laborglasgeräte
LIF (rekombinant murin) LIF2010 Chemicon, Part of Mil-
lipore
LIF (ESGROr) für R1 mESC Expansion ESG1107 Chemicon, Part of Mil-
lipore
Methanol p.A. 1.06009.1000 Merck
Microwellplatte, 96 Well 269620 Nunc
Mowiol 4-88 Calbiochem
Na2HPO4 (Dinatriumhydrogenphos-
phat)
1.06587.1000 Merck
Fortsetzung Tabelle A.5 siehe Folgeseite
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Fortsetzung Tabelle A.5
Produkt Produkt-
nummer
Hersteller
NaCl (Natriumchlorid) 31434 Riedel-de Haen
NaCl (Natriumchlorid) 1.6400.1000 Merck
NaHCO−3 (Natriumhydrogencarbonat) Riedel-de Haen
NaN3 Natriumazid) SAZ001 BioShop
NaN3 (Natriumazid) 71289 Fluka
NaOH (Natriumhydroxid) H385 Mallinckrodt
NaOH (Natriumhydroxid) 3062 Riedel-de Haen
Natriumpyruvat 11360 Gibco
Nichtessentielle Aminosäuren 11140 Gibco
O-[2-(Boc-amino)-ethyl]-O’-[2-(diglyco-
lyl-amino)ethyl]hexaethylene glycol
70001 Fluka
PBS (Dulbecco PBS ohne Ca2+ und Mg2+) L182-01 Biochrom AG
PBS (Dulbecco PBS ohne Ca2+ und Mg2+) 14190 Gibco
PEMA Sigma
Penicillin-Streptomycin 15140 Gibco
POMA Polyscience
PS-96-Wellplatten (mit PS-Boden) 655096 Greiner BioOne GmbH
PS-Gerüste ohne Boden für 96-
Wellplatten
655000-06 Greiner BioOne GmbH
Quadriperm Zellkulturplatten 96077307 Greiner BioOne GmbH
Ribonuclease A 83832 Fluka
SDS (Natriumdodecylsulfat) L3771 Sigma
Siliziumwafer
Sulfo-NHS (N-Hydroxysulfosuccinimide
Natriumsalz)
56485 Fluka
Suspensionskulturplatten (6-Well) (PS) 657185 Greiner BioOne GmbH
TFA (Trifluoressigsäure) 8960-1 Caldeon
TFA (Trifluoressigsäure) 91703 Fluka
THF (Tetrahydrofuran) 87371 Fluka
TMB-Peroxidase Kit 172-1066 BioRad
Toluol p.A. 176850010 Acros Organics
ToPro-3 Iodid T3605 Molecular Probes
TRIS-HCl T-5941 Sigma
TRISMA-Base T1503 Sigma
Triton-X-100 93426 Fluka
Trypsin/EDTA 25200 Gibco
Trypsin/EDTA 1x T-3924 Sigma
Fortsetzung Tabelle A.5 siehe Folgeseite
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Fortsetzung Tabelle A.5
Produkt Produkt-
nummer
Hersteller
Tween20 93773 Fluka
Wasserstoffperoxid 35 % 1.08600.1000 Merck
Tabelle A.6.: Mediumzusammensetzung für Kultur der NIH3T3, Zugänglichkeits- und Homogenitätsanaly-
sen
Komponente Konzentration
DMEM (31966021) mit 4,5 g/l Glucose
FBS 15 %
NaN3 (für Vorinkubation, nicht in der Zellkultur) 2 mM
Tabelle A.7.: Mediumzusammensetzung für ESC-Kultur und Isotopenexperimente
Komponente Konzentration
DMEM (11960) mit 4,5 g/l Glucose
Knockout Serumersatz oder ESC qualifiziertes FBS (FBS für
in vivo Studie und parallele Experimente sowie zur Expan-
sion der R1 mESC vor den Experimenten)
15 %
L-Glutamin 100x 2 mM
Nichtessentielle Aminosäuren 0,1 mM
Natriumpyruvat 1 mM
β-Mercaptoethanol 0,1 mM
Antibiotikum Penicillin-Streptomycin 1 %
LIF (ESG1107) (nur zur Expansion der R1 mESC vor den
Experimenten)
10 ng/ml
NaN3 (für Vorinkubation und Isotopenexperimente) 2 mM
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Tabelle A.8.: Zusammensetzung des Phosphatpuffers (PB) für die Aktivierung des Spacers und der Tris-
gepufferten Salzlösung (TBS) für die Zugänglichkeitsanalyse
Phosphatpuffer (PB) Tris-gepufferte Salzlösung (TBS)
Komponente Volumenanteil Komponente Konzentration
0,067 M KH2PO4 19,3 % Tris-HCl 20 mM
0,067 M Na2HPO4 80,7 % NaCl 150 mM
ergibt pH = 7,4 pH = 7,3 eingestellt mit NaOH
A.2.1. Antikörper und Konjugate
Die verwendeten Antikörper, Konjugate und fluoreszierenden Marker sind in der Tabelle A.9 auf
Seite 128 aufgeführt. Die Konzentrationen wurden bei den jeweiligen Anwendungen im Methoden-
Kapitel 3 aufgeführt.
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A.3. Ergänzungen zu Ergebnissen und Diskussion
A.3.1. Statistik zur zeitlichen Stabilität der LIF-Anbindung
Tabelle A.10.: Analyse der zeitlichen Stabilität der LIF-Immobilisierung. Die kalkulierten Belegungsdichten
wurden mit Hilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse und nachfolgendem Tukey-Test beurteilt.
Signifikante Unterschiede sind wie folgt markiert: ∗ (p < 0,05) bzw. ∗∗ (p < 0,01). T0: Messwerte
an Tag 0 (direkt nach der Immobilisierung); T1, T3, T6 nach 1, 3, 6 Tagen Mediuminkubation;
n.d.: nicht analysiert
Ober- LIF Signifikanz der Mittelwertvergleiche nach Tukey
fläche [µg/ml] T0–T1 T0–T3 T1–T3 T6–T0 T6–T1 T6–T3 stabil ab
PEMA 0,25 Tag 0
1 Tag 0
2,5 ∗∗ Tag 1
5 ∗ ∗ ∗∗ ∗ ∗ instabil
10 ∗ ∗ ∗∗ ∗ ∗ instabil
PEMA+ 0,25 ∗∗ ∗∗ Tag 3
PEG7 1 Tag 0
2,5 Tag 0
5 ∗ ∗∗ ∗ Tag 1
10 ∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗ instabil
POMA 0,25 Tag 0
1 ∗ ∗ Tag 1
2,5 ∗∗ ∗∗ ∗ ∗∗ ∗∗ Tag 3
5 ∗∗ ∗ Tag 1
10 ∗ ∗∗ ∗∗ Tag 1
POMA+ 0,25 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. –
PEG7 1 ∗ ∗ ∗∗ Tag 1
2,5 ∗∗ ∗ ∗∗ ∗∗ Tag 3
5 ∗∗ ∗∗ ∗∗ Tag 1
10 ∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗ instabil
POMA- 0,01 Tag 0
Matrix 0,25 ∗ ∗∗ Tag 1
2,5 ∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗ instabil
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A.3.2. Anpassungsfunktionen für die Einstellung definierter Belegungsdichten
Die Kalkulation der Immobilisierungskonzentrationen für definierte Belegungsdichten wurde mit
Hilfe der Kurvenanpassung für die Messwerte aus Abbildung 4.5b auf Seite 53 durchgeführt. Die
Gleichungen der Funktionen sind folgend in allgemeiner Form dargestellt (Gleichungen (A.1) und
(A.2)). Die Tabelle A.11 enthält die Parameterwerte und zugehörigen Fehler sowie die Korrelati-
onskoeffizienten für die einzelnen Oberflächen. Die Sättigungskonzentrationen für POMA und PO-
MA+PEG7 wurden mit Gleichung (A.3) berechnet.
y = a · x (A.1)
y = a · (1− e−b·x) (A.2)
lim
x→∞
a · (1− e−b·x) = a (A.3)
Tabelle A.11.: Parameter der Anpassungsfunktionen zur Bestimmung der Immobilisierungskonzentrationen
für die Einstellung definierter Belegungsdichten. Die zugehörigen Funktionsverläufe sind im
Diagramm der Abbildung 4.5b dargestellt.
Oberfläche Anpassungsfunktion Parameter Korrelationskoeffizient
PEMA (A.1) a = 33 ± 1 R2 = 0,99088
PEMA+PEG7 (A.1) a = 19,6 ± 0,6 R2 = 0,99599
POMA (A.2) a = 178 ± 7 R2 = 0,99618
b = 0,25 ± 0,02
POMA+PEG7 (A.2) a = 86 ± 16 R2 = 0,93837
b = 0,22 ± 0,09
POMA-Matrix (A.1) a = 23,9 ± 0,3 R2 = 0,99941
A.3.3. Standardkurve für die Antikörperzugänglichkeit von immobilisiertem LIF
Das eingesetzte Zytokin bindet zu ca. 90 % an den einfangenden Antikörper. Eine Korrektur ist not-
wendig, da die zu analysierenden Oberflächen LIF direkt und nicht über Antikörper binden. Die
Standardwerte wurden von Lösungskonzentrationen in Belegungsdichten umgerechnet. Die Kal-
kulation der korrigierten Standards für die Antikörperdetektion definierter LIF-Belegungsdichten
erfolgte nach Gleichung (A.4). Die Standardkurve ist in Abbildung A.1 dargestellt.
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Abbildung A.1.: Standardkurve zur Quantifizierung der Zugänglichkeit von immobilisiertem LIF mit Hilfe
von Antikörpern. Dargestellt sind die korrigierten Mittelwerte und Standardabweichungen
aus drei unabhängigen Experimenten mit jeweils Doppelbestimmung.
c∗ = c · 0, 9 ·V · 4
π · d2 (A.4)
mit
c∗ korrigierte Standardkonzentration
c Standardkonzentration in ng/ml
V Volumen der Standardlösung (eingesetzt 50 µl)
d Durchmesser der Plattenkavität (6,6 mm im 96-Well)
A.3.4. Homogenität der LIF-Immobilisierung
Die Abbildung A.2 zeigt die Fluoreszenzmarkierung von 2 ng/cm2 LIF in den Bildern (a) bis (e)
sowie die unspezifische Bindung des Antikörpers and Oberflächen ohne LIF-Immobilisierung in
den Bildern (f) bis (j).
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(a) (b)
(c) (d) (e)
(f) (g)
(h) (i) (j)
Abbildung A.2.: Fluoreszenzmarkierung von 2 ng/cm2 LIF (a)-(e) bzw. unspezifische Antikörperbindung
ohne LIF (f)-(j) auf den Oberflächen PEMA (a),(f); PEMA+PEG7 (b),(g); POMA (c),(h); PO-
MA+PEG7 (d),(i) und POMA-Matrix (e),(j). Seitenlänge der Bilder 125 µm.
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A.3.5. Theoretische Abschätzung zu den Belegungsdichten der Oberflächen mit LIF
und Antikörpern
Zur Abschätzung der maximalen Belegungsdichte der Oberflächen PEMA und POMA wurden die
theoretischen Flächen der Carbonsäureanhydridgruppen (Gleichung A.5) sowie die theoretische Be-
legungsdichte mit LIF kalkuliert, bei der alle Anhydridgruppen mit jeweils einem Zytokinmolekül
umgesetzt werden (Gleichung A.6). Die Ergebnisse sind in Tabelle A.12 zusammengefasst.
AAnh =
1
Anhydrid · cm−2 (A.5)
BDLIF(AnhS) =
AAnh ·MLIF
NA
(A.6)
mit
AAnh theoretische Fläche eines Carbonsäureanhydrids
MLIF Molekulargewicht von LIF (20.000 g/mol)
NA Avogadro-Konstante (6,0221·1023 mol−1)
BDLIF(AnhS) theoretische Belegungsdichte von LIF bei vollständiger
Umsetzung der Anhydridgruppen mit jeweils einem LIF-Molekül
Tabelle A.12.: Zusammenstellung der Kalkulationsergebnisse für die Carbonsäureanhydrid-Flächen und ei-
ne theoretische Belegungsdichte bei vollständiger Umsetzung der Anhydridgruppen mit je ei-
nem Molekül LIF. Anhydriddichte nach Pompe et al. [39, 128].
Gleichung PEMA POMA
Anhydriddichte [cm−2] 5,6·1014 0,9·1014
Anhydridfläche [cm2] (A.5) 1,79·10−15 1,11·10−14
theoretische Belegungsdichte [µg/cm−2] (A.6) 18,6 2,99
Für die Kalkulation der maximalen Belegungsdichte muss die Größe des Zytokins LIF mit einbezo-
gen werden. In Annäherung an die Tertiärstruktur in Abbildung 2.1 (Seite 8) wurde die Form des
Zytokins als Zylinder modelliert. Die einzelnen LIF-Moleküle können in unterschiedlicher Weise
auf der Oberfläche orientiert gebunden sein (Abb. A.3). Dabei ergeben sich unterschiedliche For-
men der Flächen bei der Projektion auf die MA-Copolymeroberfläche: aufrecht stehende Moleküle
projizieren eine Kreisform mit Durchmesser a, flach liegende ein Rechteck. Die Projektionsflächen
anderer Orientierungen wurden vereinfachend als Rechteck angenommen. Ihre Berechnung erfolgt
an zwei Beispielen mit leicht gekippter und leicht aufgerichteter Orientierung (Abb. A.3). Die kurze
Seitenlänge a entspricht in allen rechteckigen Projektionsflächen dem Durchmesser des Modellzy-
linders. Die lange Seitenkante unterscheidet sich je nach Orientierung:
• bei flach liegenden Molekülen: Zylinderlänge b,
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Abbildung A.3.: Möglichkeiten der Orientierung von LIF nach kovalenter Immobilisierung. Die Größen
bedeuten für die theoretischen Abschätzungen der maximalen Belegungsdichte dabei a:
Durchmesser von LIF bzw. Seitenkante in der Projektion, b: Länge, c: räumliche Diagonale
durch das Zytokin (entspricht der Hypothenuse bei der Kalkulation), h: Höhe des Dreiecks
mit der Raumdiagonalen als Hypothenuse.
• bei leicht aufgerichteten Molekülen: Raumdiagonale c und
• bei leicht gekippten Molekülen: zweifache Höhe h auf der Raumdiagonalen c.
Der Durchmesser a (3 nm) sowie die Länge b (5 nm) von LIF wurden mit Hilfe des Programms Ras-
Mol am dreidimensionalen Modell auf Grundlage des Datenbankeintrages für Maus-LIF [62] ausge-
messen. Für die Ermittlung der Projektionsflächeninhalte wurden die Raumdiagonale c (c = 5,83 nm,
Satz des Pythagoras) und die Höhe h (2,57 nm, Beziehung zwischen Seitenlängen und Winkeln
am rechtwinkligen Dreieck) ermittelt und anschließend entsprechend der Flächeninhaltsformeln für
Rechteck und Kreis eingesetzt. In der Projektion umschreibt das Zytokin deutlich größere Flächen
als die, die den einzelnen Carbonsäureanhydridgruppen auf der Oberfläche zugeordnet werden
(Tab. A.13 Seite 136). Für die Oberflächen PEMA und POMA ergaben sich demzufolge unterschied-
liche Anzahlen von Anhydridgruppen pro LIF-Molekül (Kalkulation Gleichung A.7) bei einer an-
genommenen dichtesten Packung von LIF (ohne freie Zwischenräume). Aufgrund der ermittelten
geometrischen Parameter eines LIF-Moleküls können die LIF-Moleküldichte (Gleichung A.8) und
nach Einbeziehung des Molekulargewichts eine maximale Belegungsdichte (Gleichung A.9) ermit-
telt werden. Die kalkulierten Werte sind in Tabelle A.13 im oberen Teil zusammengefasst.
Anhydrideinheiten/LIF =
ALIF
AAnh
(A.7)
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MDLIF =
1
ALIF
(A.8)
BDLIF2D(max) =
MDLIF ·MLIF
NA
(A.9)
mit
ALIF Projektionsfläche von LIF auf die MA-Oberfläche
AAnh theoretische Fläche eines Carbonsäureanhydrids
(Gleichung A.5)
MDLIF maximale Moleküldichte von LIF pro cm2
BDLIF2D(max) maximale Belegungsdichte von LIF in µg/cm2
auf nicht gequollenen Schichten
MLIF Molekulargewicht von LIF (20.000 g/mol)
NA Avogadro-Konstante (6,0221·1023 mol−1)
Die Überlegungen zur Belegungsdichte in einem zweidimensionalen Modell sind wegen der star-
ken Quellung auf PEMA-Oberflächen weniger gut übertragbar. In einer gequollenen PEMA-Schicht
mit einer Schichtdicke von 75 nm (Tab. 4.1 Seite 48) wurde die Anzahl maximal übereinanderliegen-
der Proteinschichten mit den verschiedenen Orientierungen (Abb. A.3 Seite 134) abgeschätzt (Glei-
chung A.10). Die theoretischen Schichtdicken einer einzigen Proteinschicht bei einer bestimmten
Zytokin-Orientierung sind in Tabelle A.13 im unteren Teil zusammengestellt. Im dreidimensionalen
Modell wurde ebenfalls von einer dichtesten Packung ohne leere Zwischenräume und einer Glei-
chorientierung der Moleküle ausgegangen und zusätzlich vereinfachend das PEMA vernachlässigt,
das lediglich mit der Schichtdicke (75 nm) in die Überlegungen einfloss. Die Berechnung der maxi-
malen Belegungsdichte in gequollenen Schichten erfolgte nach Gleichung (A.11). Die Kalkulierten
Werte sind in Tabelle A.13 im mittleren Teil dargestellt.
Schichtanzahl =
75nm
d
(A.10)
BDLIF3D(max) = Schichtanzahl · BDLIF2D(max) (A.11)
mit
d theoretische LIF-Schichtdicke in nm
BDLIF2D(max) maximale Belegungsdichte von LIF in µg/cm2 auf
nicht gequollenen Schichten
BDLIF3D(max) maximale Belegungsdichte von LIF in µg/cm2 auf
gequollenen Schichten
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Zur Ermittlung des Detektionslimits der ELISA-ähnlichen Analysemethode im zweidimensionalen
Modell wurde das Flächenverhältnis zwischen Antikörper und LIF-Molekülen bei jeweils dichtes-
ten Molekülpackungen von LIF und Antikörper bestimmt. Der Antikörper wurde vereinfacht als
reines Immunglobulin Gamma (IgG) ohne weitere Modifizierung in die Modellierung einbezogen.
Bei der spezifischen Bindung an das Antigen LIF überdeckt der Antikörper eine Fläche von ca.
9,14·10−13 cm2 (Annäherung an rechteckige Fläche, Bestimmung der Seitenlängen mit Hilfe von
RasMol aufgrund des Datenbankeintrages für IgG). Die ermittelten Werte für das maximale Ver-
hältnis von LIF zu Antikörper-Molekülen (Kalkulation Gleichung A.12) und die Detektionsgrenze
(Gleichung A.13) sind in Tabelle A.13 im unteren Teil zusammengestellt.
LIF/AB =
AAB
ALIF
(A.12)
Detektionslimit =
BDLIF2D(max)
LIF/AB
(A.13)
mit
LIF/AB Verhältnis von LIF zu Antikörper (AB)
AAB Projektionsfläche eines gebundenen Antikörpers (9,14·10−13 cm2)
BDLIF2D(max) maximale Belegungsdichte von LIF in µg/cm2 auf
nicht gequollenen Schichten
137
B. Sonstige Unterlagen
B.1. Publikationsliste
K. Alberti ?, R.E. Davey ?, K. Onishi, S. George, K. Salchert, F.P. Seib, M. Bornhäuser, T. Pompe, A.
Nagy, C. Werner, and P.W. Zandstra. Functional immobilization of signaling proteins enables control
of stem cell fate. Nat Methods, 5(7):645–650, Jul 2008.
(? – gleichberechtigte Autorenschaft)
T. Pompe, K. Salchert, K. Alberti, P.W. Zandstra, and C. Werner. Immobilization of growth factors
on solid supports for the modulation of stem cell fate. Nat Protocols, 5(6):1042–1050, Jun 2010.
K. Alberti, K. Salchert, T. Lenk, R.E. Davey, P.W. Zandstra, and C. Werner. Immobilization of Leuke-
mia inhibitory factor (LIF) on top of polymer coatings. Poster presentation. ESB 2006 - 20th European
Conference on Biomaterials, Nantes, France, 2006.
K. Alberti, S. Adam, A. Salamon, J. Weber, J. Rychly, and K. Peters. Influence of oxygen deficiency,
hypoxia mimicking agent Co2+ and ROCK inhibitor Y27632 on differentiation of human adipose
tissue-derived stem cells in vitro. Poster presentation. 3rd International Congress on Stem Cells and
Tissue Formation, Dresden, Germany, 2010.
K. Alberti, S. Adam, A. Salamon, J. Weber, J. Rychly, and K. Peters. Influence of oxygen deficiency
and Co2+ on differentiation of human adipose tissue-derived stem cells in vitro. Poster presentation,
short talk. Annual Meeting of the German Society of Biomaterials DGBM, Tübingen, Germany, 2009.
Abstract: Biomaterialien, 10(3/4):91, 2009.
V. Benecke, F. Baudisch, K. Lochner, A. Salamon, R. Bader, B. Müller-Hilke, H.-G. Neumann, J. Ry-
chly, K. Alberti, and K. Peters. Characterization of chondrogenic differentiation potential of adipose
tissue-derived stem cells in vitro. Poster presentation. 3rd International Symposium Interface Biolo-
gy of Implants, Rostock, Germany, 2009.
Abstract: Biomaterialien, 10(S1):53, 2009.
K. Alberti, G. Raeber, E. Karamuk, G. Ettel, E. Wintermantel, and J. Mayer. Stiffness of vital-avital
composite is increased by mechanical stimulation. Poster presentation. 7th Annual Meeting Swiss
Society for Biomaterials, Waldenburg, Switzerland, 2001.
Abstract: European Cells and Materials, 1(Suppl 1):16–17, 2001.
138
B. Sonstige Unterlagen
B.2. Danksagung
Die Zeit am IPF Dresden e.V./Max-Bergmann-Zentrum für Biomaterialien war für mich sehr in-
teressant und gab mir die Möglichkeit, viele verschiedene Analysemethoden kennenzulernen und
anzuwenden. Aus diesem Grund möchte ich mich bei denen bedanken, die zum Entstehen dieser
Arbeit beigetragen haben.
Ich danke meinem betreuenden Hochschullehrer Prof. Dr. Carsten Werner für die Möglichkeit zur
Bearbeitung eines interessanten und sehr vielfältigen Themas, für das Interesse am Fortgang der
Arbeit sowie für die Geduld bei ihrer Fertigstellung. Ein besonderer Dank geht an Prof. Dr. Katrin
Salchert, die die Betreuung trotz ihrer Berufung an die Hochschule Lausitz weiter übernommen hat.
Wertvolle Anregungen haben diese Arbeit mit geformt und manche Motivation hat mich das Ziel
nicht aus den Augen verlieren lassen. Einen Teil der Experimente konnte ich im Labor von Prof.
Peter Zandstra an der Universität Toronto durchführen. Stellvertretend für das ganze IBBME-Team
bedanke ich mich bei ihm für die entgegengebrachte Gastfreundschaft sowie bei ihm persönlich für
das Interesse an meiner Arbeit und die Aufmunterungen auch zu sehr später Stunde.
Für die Unterstützung bei der Durchführung der Experimente und Recherchen bedanke ich mich
bei Juliane Drichel, Tina Lenk und Dr. Katrin Salchert für die Aktivitätsmessungen und die Zusam-
menstellung der Daten der Isotopenexperimente, bei Herrn Dr. Heller von der Firma Greiner Bio-
One GmbH für das manuelle Verkleben der polymermodifizierten Glasplatten mit den Polystyren-
Gerüsten, bei Dr. Mirko Nitschke für die Einweisung und das entgegengebrachte Vertrauen an der
Plasmaanlage, bei Ting Yin für die Unterstützung in organisatorischen Angelegenheiten im IBBME-
Labor, bei Ryan Davey und Kento Onishi für die gute Zusammenarbeit während der Experimente,
die Durchführung der Einzelzell-Fluoreszenzmessungen am Cellomics und die Zusammenstellung
der ermittelten Daten, bei Sophia George (Samuel Lunenfeld Hospital Toronto) ebenfalls für die
gute Zusammenarbeit und für die in vivo-Experimente im Mausmodell, beim Werkstatt-Team des
IPF für die Maßanfertigung verschiedener Immobilisierungskammern, bei Ursula Umlauf für das
Organisieren der gewünschten Literatur und bei Christina Lehmann für die Einführung in die spin
coating-Technik mit großen Glasbodenplatten. Dr. Philipp Seib und Dr. Tilo Pompe danke ich für die
Diskussionen und die tatkräftige Unterstützung bei der Erstellung der Publikation.
Ein herzliches Dankeschön für eine angenehme Arbeitsatmosphäre, anregende wissenschaftliche
und auch nichtwissenschaftliche Diskussionen, entspannte Pausen und schöne Zeiten auch außer-
halb des Instituts geht an meine Kollegen und Freunde, besonders an Manuela Herklotz, Katja Fran-
ke, Yvonne Müller, Stefan Gramm, Lidia Sobkow, Mariana Tasso, Zeynep Özyürek, Ringo Grombe,
Birgit Meinel, Ralf Helbig, Manfred Maitz und Marion Fischer. Ein Dankeschön auch an Dennis
Gräwe und Ulrike Rehn, die mich auch mal auf andere Gedanken gebracht oder zur (schnelleren)
Fertigstellung der Arbeit motiviert haben.
Zum Schluss danke ich von Herzen meiner Familie, die mich während des Studiums und während
der Promotion stets unterstützt hat.
139
B. Sonstige Unterlagen
B.3. Selbständigkeitserklärung
Hiermit versichere ich, dass ich die vorliegende Arbeit ohne unzulässige Hilfe Dritter und ohne Be-
nutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Die aus fremden Quellen direkt
oder indirekt übernommenen Gedanken sind als solche kenntlich gemacht.
Die Arbeit wurde bisher weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder ähnlicher Form einer
anderen Prüfungsbehörde vorgelegt.
Die vorliegende Arbeit mit dem Titel „Biologische Verfügbarkeit des Zytokins Leukemia inhibitory
factor nach kovalenter Ankopplung an Polymeroberflächen“ wurde in der Zeit von April 2004 bis
März 2008 am Leibniz-Institut für Polymerforschung Dresden e.V. / Max-Bergmann-Zentrum für
Biomaterialien unter der Betreuung von Prof. Dr. rer. nat. Carsten Werner angefertigt.
Dresden, 01.09.2010
140
